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« focal adhesion kinase »

« fibroblast growth factor », facteur de croissance des fibroblastes
« FGF receptor substrat 1 »

« GRB2-associated binder-1 »

« GTPase-activating protein »

*“ growth factor receptor-bound protein 2 »
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« signal transducer and activator of transcription »

« SRC homology », domaine d’homologie & SRC

« SH2-containing sequence »

« tissue inhibitor of metalloprotease »

« translocated promoter region »

« urokinase plasminogen activator »

« vascular endothelial growth factor », facteur de croissance des cellules
endothéliales vasculaires
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Résumé

L’HGF/SF est un facteur de croissance mésenchymateux, dont le récepteur tyrosine kinase
MET est présent majoritairement sur les cellules d’origine épithéliale. Sur les cellules en culture,
HGF/SF est capable d’induire des réponses variées comme la prolifération, la dispersion et la
morphogenése de branchement. De maniére intéressante, ces effets semblent correspondre aux
capacités des cellules épithéliales & s’organiser en structures complexes in vivo, a la fois dans les
conditions physiologiques normales et pathologiques. Cependant, les mécanismes intracellulaires
mis en jeu par le couple HGF/SF-MET sont encore mal connus.

Dans un premier temps, nous avons établi un modele de signalisation de I’HGF/SF dans les
cellules épithéliales MDCK. L’HGF/SF est capable d’induire une réponse transcriptionnelle via
RAS et le facteur de transcription ETS1, permettant I’activation de promoteurs contenant des
sites composites EBS/AP1. Cette mise en jeu fonctionnelle de ETS1 par 'HGF/SF a été associée
a des résultats décrivant 1’augmentation de I’expression de ETS1, lors de la dispersion des
cellules épithéliales MDCK induite par "HGF/SF, et lors de processus de transition épithélium
/mésenchyme durant ’embryogenése du poulet (Fafeur et al., 1997).

Dans un deuxi¢éme temps, nous avons tiré parti de ce modele pour évaluer I’implication des
résidus tyrosines autophosphorylés de MET, lors de cette réponse transcriptionnelle RAS-
dépendante. Nos résultats montrent que des récepteurs chiméres TRK-MET, mutés sur les quatre
résidus tyrosines de la partie C-terminale, induisent efficacement 1’activation de la voie RAS-
ERK et la dispersion, alors que deux de ces résidus sont indispensables pour le recrutement de
nombreuses protéines de signalisation (Tulasne et al., 1999). De fagon similaire, dans les
fibroblastes, 1’étude de formes constitutivement activées de MET, nous a permis de montrer que
les tyrosines de I’extrémité C-terminale ne sont pas requises pour la réponse transcriptionnelle
RAS-dépendante, alors qu’elles le sont pour la transformation.

Nos résultats remettent en question les mécanismes de signalisation initiés par MET, de
méme que leur implication dans les réponses biologiques et permettent d’envisager la
caractérisation de mécanismes de signalisation originaux et 1’identification de nouveaux

partenaires pour le récepteur MET.
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Introduction



Préambule

Les cellules épithéliales s’organisent en structures cohésives et polarisées. De maniére
intéressante, cette organisation n’est pas figée. Ainsi, durant le développement, les cellules
épithéliales peuvent migrer vers d’autres tissus, ou élaborer des structures complexes, comme lors
de la formation du poumon. La mise en place et la réorganisation de ces structures sont donc

nécessaires a la formation correcte des organes et tissus.

Ces processus impliquent de profonds bouleversements pour 1’organisation des cellules
épithéliales entre elles, pouvant entrainer de maniére transitoire la perte des jonctions
intercellulaires ou leur indépendance par rapport a la matrice extracellulaire. Ces processus sont
également régulés par des facteurs de croissance qui assurent notamment un dialogue entre les
structures épithéliales et les tissus adjacents. Chez 1’adulte, la dérégulation de ’homéostasie des

tissus épithéliaux est a ’origine de nombreux processus de tumorigenése.

Nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires et cellulaires mettant en jeu
cette plasticité des cellules épithéliales. Dans 1’introduction, nous nous pencherons notamment
sur le facteur de transcription ETS1 dont I’expression peut €tre associée en particulier a des
processus de transition épithélium/mésenchyme. Nous nous intéresserons également au facteur de
croissance HGF/SF et a son récepteur spécifique MET qui jouent un rdle essentiel dans la
régulation des interactions épithélium/mésechyme. Enfin, nous aborderons plus spécifiquement la
signalisation intracellulaire du systtme HGF/SF-MET, qui permet d’aborder de maniére plus

générale le probleme de ’intégration des voies de signalisation par un facteur multifonctionnel.
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Figure 1: Représentation schématique de la protéine ETS1 de souris, ETS2
Humaine et POINTED P2 de Drosophile

-A: Ce domaine contient un site putatif de phosphorylation par les MAPK (PLLTP), retrouvé dans
ETS1, ETS2, et POINTED P2

-B: Domaine qui présente des identités de séquence entre 9 membres de la famille ETS, dont ETS]1,
ETS2, POINTED P2, ou TEL. Cette région, baptisée domaine Pointed, pourrait intervenir dans les
interactions avec d'autres protéines.

-C: Domaine transactivateur (TA)

-D: Ce domaine est le cible de phosphorylation calcium-dépendante sur des résidus sérines. Il régule
négativement la liaison de ETS1 a 'ADN.

-E: Domaine de liaison a2 ' ADN (DB). C'est la partie la plus conservée au sein de la famille ETS.

-F: Ce domaine contribue également a la régulation de la liaison a ' ADN.



INTRODUCTION

Premiére partie : Le facteur de transcription ETS1

L ETS1, membre fondateur de la famille ETS

Le proto-oncogéne ETS1 est I’homologue cellulaire de ’oncogéne v-ETS du virus de
I’érithroblastose aviaire E26 (Leprince et al.,, 1983; Nunn et al., 1983). Le retrovirus contient
également I’oncogéne v-myb (myeloblastosis). La production d’une protéine de fusion GAG-
MYB-ETS dans les cellules infectées est responsable des propriétés transformantes du virus E26
(Metz and Graf, 1991), qui provoque des leucémies mixtes my€loides et erythroides chez le
poulet (Graf et al., 1979). J

ETS! est le membre fondateur d’une grande famille de facteur de transcription qui ont en
commun une séquence protéique assez homologue de 85 acides aminés. Cette séquence
correspond a leur domaine de fixation a ’ADN (domaine DB pour « DNA binding »). Les
membres de la famille ont été identifiés dans diverses especes, allant de la Drosophile a
I’Homme. La comparaison des séquences entre le domaine DB des différentes protéines ETS a
permis de classer les protéines en sous familles et groupes. ETS1 fait partie du groupe ETS,
constitué également de ETS2 et de la protéine de drosophile POINTED P2 (Laudet et al., 1999).

I1. Les domaines fonctionnels de ETS1
Sur la base de données fonctionnelles, mais également grace & des homologies de séquences
avec d’autres membres, la protéine ETS1 peut étre découpée en domaines, représentés

schématiquement sur la Figure 1.

1) Domaine de liaison a PADN

Le fragment de 85 acides aminés, conservé chez les membres de la famille ETS, est
nécessaire et suffisant pour la liaison a I’ADN. Pour ETS1, ce domaine est situé dans la partie C-
terminale de la protéine, ce qui n’est pas le cas pour tous les membres de la famille. La recherche
d’oligonucléotides aléatoires capables de lier ETS1 a permis d’identifier une séquence

préférentiellement reconnue, permettant la liaison de ETS1 sur I’ADN. Les résultats montrent que



la protéine ETS1 lie I’ADN sur des séquences EBS (pour « ETS binding site ») d’une quinzaine
de bases, centrées autour d’un coeur GGA(A/T). Des expériences de retard sur gel ont montré que
ETSI1 lie le site EBS en monomere (Nye et al., 1992).

L’analyse cristallographique du domaine DB de PU-1 et l’analyse par résonance
magnétique nucléaire du domaine DB de ETS1 révelent une organisation du domaine en trois
hélices o (H1, H2, H3) et 4 feuillets B. Ce sont les hélices H2 et H3 qui sont responsables des
interactions entre le facteur de transcription et I’ADN (Kodandapani et al., 1996; Wemer et al.,

1995).

2) Régulation de la liaison a PADN

De part et d’autre du domaine ‘DB se trouvent deux régions capables d’inhiber la fixation a
I’ADN. Le premier domaine est situé¢ en N-terminal du domaine de liaison & ’ADN (Wasylyk et
al., 1992), le second est situé a I’extrémité C-terminale de la protéine et est constitué de 16 acides
aminés (Hagman and Grosschedl, 1992; Lim et al., 1992). Une interaction intra-moléculaire entre
les deux domaines masquerait le domaine DB et inhiberait la fixation de la protéine a ’ADN.
L’interaction de ETS1 avec I’ADN provoquerait des modifications conformationnelles qui
permettraient de lever I’inhibition (Donaldson et al., 1996; Jonsen et al., 1996; Petersen et al.,
1995).

D’autre part, des résidus sérines, situés dans le domaine en N-terminal, peuvent étre
phosphorylés de maniére calcium-dépendante (Koizumi et al., 1990; Pognonec et al., 1988). Ces
phosphorylations inhibent la fixation de ETS1 sur I’ADN, sans affecter sa localisation nucléaire
(Rabault and Ghysdael, 1994). 11 est intéressant de noter que cette région régulatrice se trouve sur
un exon qui peut subir un épissage alternatif. Ainsi, la protéine ETS1 dépourvue de cet exon ne

subirait pas les régulations négatives calcium-dépendante (Fisher et al., 1994).

3) Domaine de transactivation

Contrairement au domaine de fixation a I’ADN, le ou les domaines transactivateurs ne sont
pas conservés entre les membres de la famille ETS. Ce domaine peut étre de type acide (ELF1,
ETS2), riche en glutamine (PU1) ou riche en proline (ERG, FLI). Pour ETS1, des délétions ont

permis de cartographier approximativement le domaine transactivateur. Il se situ dans la partie



centrale de la protéine (Albagli et al., 1994; Schneikert et al., 1992), et présente de nombreux
résidus hydrophobes (pour revue voir (Crepieux et al., 1995). La grande diversité dans la
structure des domaines transactivateurs refléte sans doute une grande diversité d’interaction avec
la machinerie transcriptionnelle. Bien que les interactions entre ETS1 et la machinerie
transcriptionnelle ne soient pas identifiées, les mécanismes nécessaires & ’activation de ETSI1,
notamment par phosphorylation et par I’interaction avec d’autres facteurs de transcriptions sont

de plus en plus clairs.

4) Régulation de la transactivation

Les protéines ETS1, ETS2 et POINTED P2 présentent dans leur région N-terminale une
séquence conservée (PLLTP) correspondant & un site putatif de phosphorylation par les MAPK
(pour « mitogen activated protein kinase »). Des analyses génétiques chez la drosophile ont
montré que le facteur de transcription POINTED P2 est un régulateur positif de la différentiation
des photo-récepteurs ; son activité transcriptionnelle est stimulée par la voie RAS-ERK et le
résidu thréonine du site putatif de phosphorylation est nécessaire pour ce contrle (Brunner et al.,
1994; O'Neill et al., 1994). De plus, POINTED P2 peut étre phosphorylée in vitro sur ce résidu
par les kinases ERK (Brunner et al., 1994). De méme, il a été montré dans divers types
cellulaires, que RAS et RAF sont capables d’activer le potentiel transactivateur de ETS2 via sa
phosphorylation par les kinases ERK sur le résidu thréonine conservé (Fowles et al.,, 1998;
McCarthy et al., 1997; Yang et al., 1996).

Sur ETS1, le résidu thréonine situé dans la séquence PLLT**P est également nécessaire
pour I’activation RAS-dépendante du potentiel transactivateur de ETS1 (Yang et al., 1996). De
plus, le résidu thréonine 38 de ETS1 est phosphorylé dans les cellules COS, suite a la stimulation
par le sérum (Rabault et al., 1996). Cependant, bien que ETS1 soit phosphorylée in vitro par
ERK2 (Rabault et al., 1996), les kinases cellulaires capables de phosphoryler ETS1 ne seraient ni
ERK1 ni ERK2 (Yang et al., 1996).

5) Domaine POINTED
Neuf membres de la famille ETS, dont POINTED P2, ETS1, ETS2, ERG ou TEL ont en

commun un domaine conservé baptis¢ domaine PNT pour sa caractérisation initiale sur
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POINTED P2. Dans le cas de TEL, le domaine PNT est responsable de 1’activité oncogénique de
protéines chimériques entre TEL et le récepteur PDGFBR (Golub et al., 1994). En fait, le domaine
PNT de TEL est un domaine de dimérisation ; la fusion du domaine PNT au récepteur PDGFBR
provoquerait [’activation constitutive du récepteur (Jousset et al, 1997). En revanche, les
domaines PNT de ETS1 ou ERG sont incapables de se dimériser (Jousset et al., 1997).
Cependant, I’analyse structurale du domaine PNT de ETS1 par RMN révéle une organisation du
domaine en cinq hélices, responsables de la formation d’une structure globulaire de laquelle se
détache I’extrémité N-terminale portant le site putatif de phosphorylation par les MAPK. Bien
que la phosphorylation du domaine PNT sur la théonine 38 ne modifie pas la structure du
domaine, les auteurs émettent 1’hypothése que la phosphorylation RAS-dépendante puisse, via
des modifications conformationelles du domaine PNT, activer le potentiel transactivateur de

ETS1 (Slupsky et al., 1998). '

III.  Les cibles transcriptionnelles de ETS1

De mani¢re générale, il semble que I’activité transcriptionnelle des facteurs de transcription
de la famille ETS soit plus importante quand ceux ci coopérent avec d’autres facteurs de
transcription. La coopération entre ETS1 et un autre facteur de transcription a été mise en
évidence pour la premiére fois sur I’élément activateur du virus du polyome. Cet élément contient
un site EBS suivi d’un site AP1 (site de fixation pour les protéines de la famille des facteurs de
transcription FOS et JUN) (Figure 2). Les sites EBS et AP1 sont tous deux nécessaires pour
I’activation de cet élément de réponse. De plus, les facteurs de transcription ETS1 et FOS/JUN
coopérent pour induire la transactivation (Wasylyk et al., 1990). Depuis, d’autres sites combinés
fonctionnels, de type EBS/AP1, ont été découverts dans de nombreux promoteurs cellulaires. Il
s’agit notamment des promoteurs de ’'uPA, de la collagénase, de la kératinel8 ou de TIMP-1
(Figure 2).

De fagon intéressante, ces éléments de réponses conferent aux promoteurs de la collagénase
et de ’uPA leur inductibilité par une forme activée de RAS (Gutman and Wasylyk, 1990; Stacey
et al., 1995). Ainsi, les éléments EBS/AP1 ont également été baptisés RRE pour « RAS
responsive element ». La méme propriété a été mise en évidence sur des éléments de réponse
EBS en tandem inversé, présents par exemple sur le promoteur de la stromélysine 1 (Wasylyk et

al., 1991) (Figure 2).
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L’élément activateur du virus des lymphocytes T humains (HTLV1) présente un autre type
d’élément bipartite. Cette fois, le site EBS est précédé par un site de fixation pour le facteur de
transcription SP1. In vitro, les facteurs ETS1 et SP1 forment un complexe ternaire avec le site
SP1-EBS. Dans ce cas aussi, les tests de transactivation révélent que ETS1 et SP1 activent en

synergie la transcription a partir de ce site (Gégonne et al., 1993).

IV. Implication de ETS1 dans les processus physiologiques

A. ETSI1 et ’hématopoiése

Initialement, les protéines ETS1 ont été détectées par immunoprécipitation dans des lysats
cellulaires issus de thymus ou de la bourse de fabricius d’embryon de poulet (Ghysdael et al.,
1986). Des analyses des populations cellulaires composant le thymus de souris ont révélé que
I’expression de ETS1 correspondait & ’apparition des thymocytes de types CD4"/CD8 (Bhat et
al., 1989), suggérant une fonction du facteur de transcription dans la différenciation des cellules T
et plus particuliérement des cellules auxiliaires dérivées des thymocytes CD4*/CDS'.

L’extinction, dans les cellules T, du géne codant ETS1 (Bories et al., 1995; Muthusamy et
al., 1995), et plus tard son extinction dans toute la souris (Barton et al., 1998) a permis de préciser
la fonction de ETS1 durant ’hématopoiese. En fait, ETS1 n’est pas requis pour 1’établissement de
lymphocytes T, mais son absence réduit fortement leur survie (Bories et al., 1995; Muthusamy et
al., 1995). En revanche, ETS1 est indispensable pour I’établissement de la lignée des NK
(« natural killer ») (Barton et al., 1998).

La description de I’expression de ETS1 durant le développement, grace a la technique
d’hybridation in situ, a permis de confirmer I’expression de ETS1 pendant ’hématopoiése. De
plus, I’expression de ETS1 a pu étre associée a de nombreux autres processus (Vandenbunder et

al., 1994).

B. ETSI1 et la vascularisation

Au cours de la vasculogenése (création de novo de vaisseaux sanguins), les transcrits de
ETS1 ont été détectés dans des ilots sanguins de la zone extra-embryonnaire. Lorsque les ilots
deviennent matures, cette expression se restreint a leur périphérie, & I’endroit méme ou la

différenciation des cellules endothéliales se poursuit. L’expression de ETS1 est également
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détectée dans la paroi des vaisseaux sanguins au début de leur développement, notamment au
niveau des cellules endothéliales de 'aorte, qui est le premier vaisseau a se former chez
I’embryon. Dans certains organes, tels que le rein ou le cerveau, ou la vascularisation se met en
place par des processus d’angiogencse (création de vaisseaux sanguins a partir du réseau
préexistant), 1’expression de ETS1 a également été observée (Vandenbunder et al., 1989). Cette
corrélation, entre I’expression de ETS1 et le déroulement du processus angiogénique, a de
nouveau été retrouvée dans des situations pathologiques comme 1’angiogenése tumorale (Bolon et
al., 1995; Wernert et al., 1992). D’autre part, in vitro, I’expression de ETS1 semble induite dans
des cellules endothéliales humaines par plusieurs facteurs de croissances FGF1 et 2 , I’'EGF, et le
VEGF (Chen et al., 1997; Iwasaka et al., 1996).

Il faut noter que ETS1 n’est pas le seul membre de sa famille exprimé au cours du
processus angiogénique. Les patrong d’expression de ERG (Dhordain et al., 1995) et de FLI se
superposent a celui de ETS1, notamment dans les vaisseaux sanguins au début du développement
embryonnaire. Ces deux facteurs de transcription sont donc des acteurs moléculaires putatifs de
Pangiogenése. De plus, la récente inactivation dans la souris de TEL, un autre membre de la
famille ETS, met en évidence son implication au cours du processus angiogénique (Wang et al.,
1997).

De fagon a préciser I’implication de ETS1 durant la vasculogenése ou 1’angiogenése, les
auteurs ont utilisé différentes stratégies. Des oligonucléotides antisens, issus de la séquence de
ETS1, ont été utilisés pour interférer avec son expression. Des cellules endothéliales humaines,
traitées par ces oligonucléotides, migrent de fagon moins importante suite a la stimulation par des
facteurs angiogéniques (Chen et al., 1997; Iwasaka et al., 1996). De plus, le phénotype correle
avec une diminution de I’expression de I’'uPA et de la collagénase 1. Ces résultats suggerent que
ETS1 serait capable de réguler ’expression de ces protéases, qui possedent des sites EBS
fonctionnels dans leur promoteur. Néanmoins, au cours du développement embryonnaire le
patron d’expression de ETS1, notamment durant les processus angiogéniques, ne sont absolument
pas superposables a ceux de la collagénase 1 ou 'uPA, suggérant que durant le développement
ces génes ne sont pas les cibles de ETS1 (Mattot et al., 1995).

Une autre stratégie a pu étre mise en place dans le laboratoire, inspirée des travaux de B.
Wasylyk et ses collaborateurs, qui ont démontré qu’une forme tronquée de la protéine ETSI,

constituée uniquement du domaine de liaison a ’ADN (ETS1-DB), est capable d’inhiber la
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transactivation induite par RAS sur des sites EBS/AP1 (Wasylyk et al., 1994). En fait, la protéine
ETS1-DB occupe les sites EBS et rend donc indisponible ces sites pour les facteurs de
transcription capables de s’y lier : en I’occurrence les membres de la famille ETS. L’utilisation de
vecteurs rétroviraux ont permis I’expression de ces mutants dominants négatifs dans des cellules
endothéliales murines. Les résultats démontrent que la migration et la prolifération des cellules
endothéliales exprimant la protéine ETS1-DB ne sont pas modifiées. En revanche, 1’adhérence et
I’organisation du cytosquelette de ces cellules, ainsi que leurs capacités de morphogenése sont
altérées (Mattot et al., Soumis). Ces résultats permettent d’envisager d’autres implications des
facteurs de transcription ETS dans les cellules endothéliales, comme la régulation des

mécanismes d’adhérence.

F)

C. ETSI et les interactions épihélium/mésenchyme

1) ETS1 et le développement de la glande mammaire

Les interactions entre les tissus épithéliaux et mésenchymateux sont importantes pour le
développement de la glande mammaire. L’expression des transcrits de ETS1 a pu étre associée a
des processus mettant en jeu ce type d’interaction. La technique d’hybridation in situ a
notamment permis de révéler 1’expression des transcrits de ETS1 dans les mésenchymes a
proximité des bourgeons de cellules épithéliales, au début de la formation de la glande
mammaire. Plus tard, les transcrits sont détectés dans les cellules épithéliales situées a I’extrémité
des tubules épithéliaux (Delannoy-Courdent et al., 1996). Trois autres membres de la famille
ETS, appartenant & la sous famille PEA3, ont un patron d’expression similaire durant la
formation des tubules (Chotteau-Lelievre et al., 1997).

Les vecteurs rétroviraux, exprimant le domaine de fixation & ’ADN de ETS1 (ETS1-DB),
mis au point dans laboratoire, ont permis I’expression de ce mutant dominant négatif, dans des
cellules épithéliales murines issues de la glande mammaire. En fait, ETS1-DB est capable
d’inhiber la motilité et de perturber la formation de tubules en gel de collagéne, induit par du
milieu conditionné de fibroblastes NIH3T3. De plus, ces effets corrélent avec une diminution de
I’expression et de I’activité de I’uPA. Ainsi, il semble que les facteurs de transcription de la

famille ETS soient impliqués dans la motilité et la tubulogenése des cellules épithéliales
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mammaires, via 1’activation de génes, comme 1’uPA, dont I’activité contribue a la dégradation de

matrice extracellulaire (Delannoy-Courdent et al., 1998).

2) ETSI1 et les processus invasifs

Une corrélation, entre I’expression de ETS1 et la migration cellulaire, a été observée au
cours de situations physiologiques normales ou pathologiques. Les transcrits de ETS1 ont été
détectés durant les premiers jours de développement de I’embryon de poulet, au stade de la
gastrulation dans les cellules mésodermiques en cours de migration (Quéva et al.,, 1993). Plus
tard, ’expression de ETS1 a été détectée dans les cellules dermiques en migration qui se
regroupent pour former les bourgeons des plumes (Desbiens et al., 1991; Quéva et al., 1993).

Les transcrits de ETS1 ont également été détectés dans des fibroblastes du stroma tumoral
et plus particuliérement dans ceux situés a proximité des zones tumorales invasives (Wemnert et

al., 1994).

V. Conclusion

ETS1 est un facteur de transcription, dont le potentiel transactivateur est controlé par la
coopération avec d’autres facteurs de transcription, et par des phosphorylations calcium et RAS
dépendantes. Les profils d’expression de ETS1 dans les cellules et chez I’animal permettent de
proposer que ETS1 est impliqué dans I’hématopoiése, 1’angiogenése et durant des interactions
épithélium/mésenchyme. Des données fonctionnelles semblent confirmer I’implication de ETS1
durant ces processus. Néanmoins, les génes cibles, de méme que les mécanismes moléculaires

mis en place pour I’activation de ETS1 sont mal connus.
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Deuxiéme partie : Le facteur de croissance HGF/SF et le récepteur MET

L. Structures et fonctions de MET et de PHGF/SF

A. Les découvertes princeps
1) Del’oncogéne TPR-MET au récepteur MET

(a) Découverte de TPR-MET

L’histoire du récepteur MET débute en 1984, lorsque Cooper et ses collaborateurs isolent
I’oncogéne TPR-MET & partir d’une lignée HOS, dérivée d’un ostéosarcome humain et
transformée par un carcinogéne chirr;ique (Cooper et al., 1984). La transfection, dans des cellules
NIH3T3, des ADNc issues de cette lignée transformée, a permis d’isoler I’oncogéne TPR-MET.
La caractérisation de 1’oncogeéne montre qu’il résulte d’un réarrangement entre le géne tpr (pour
« translocated promoter region » ) localisé sur le chromosome 1 et une forme tronquée du géne c-
met localisé sur le chromosome 6 (translocation 7q21-31) (Figure 3).

Le géne tpr code une protéine dont la fonction est encore mal connue. La protéine TPR
possede dans sa partie N-terminale un motif « leucine zipper » impliqué dans les dimérisations
protéine/protéine. Le géne c-met code, quant & lui, une séquehce trés proche des récepteurs
tyrosine kinase. La protéine TPR permet une dimérisation constitutive des protéines TPR-MET et
stimule P’activité tyrosine kinase de MET (Rodrigues and Park, 1993) ; a la fois la dimérisation
induite par TPR (Rodrigues and Park, 1993) et I’activité tyrosine kinase de MET (Rodrigues and
Park, 1994) sont responsables du caractere oncogénique de TPR-MET.

(b) Caractérisation du récepteur MET
Apreés traduction, un précurseur de 170 kDa de la protéine MET subit une maturation au
cours de laquelle le récepteur est glycosylé, puis clivé en une sous-unité o de 50 kDa et une sous-
unité § de 145 kDa. Les deux sous-unités restent associées par des ponts disulfures, créant ainsi
un dimére af de 190 kDa. La sous-unité a est exclusivement extracellulaire. La sous-unité 3

possede trois domaines fonctionnels distincts; un domaine extracellulaire capable d’interagir avec
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le ligand, un domaine transmembranaire permettant la localisation a la membrane plasmique, et
un domaine intracellulaire portant I’activité catalytique tyrosine kinase (Figure 3). Le récepteur

MET restera orphelin de son ligand jusqu’en 1991.

(¢) MET, RON et SEA trois récepteurs tyrosines kinases de la méme famille

Deux autres récepteurs tyrosines kinases présentent de fortes homologies avec MET. Il
s’agit des récepteurs RON et SEA qui forment avec MET une sous famille parmi les récepteurs
tyrosines kinases.

Le récepteur SEA présente 35 % d’identité de séquence en acide aminé avec MET (Huff et
al., 1993). SEA a été découvert grice a la présence, dans un rétrovirus oncogénique aviaire, d’une
protéine de fusion entre une protéine d’enveloppe du virus et le domaine intracellulaire de SEA
(Hayman et al., 1985). Le récepteur RON présente, quant a lui, 63 % d’identité de séquence en
acide aminé avec MET (Ronsin et al.,, 1993). RON a ét¢é isolé a partir d’'une banque d’ADNc,
préparée a partir de tumeurs humaines, hybridées avec des oligonucléotides représentatifs de
séquences codant des protéines a activité tyrosine kinase (Ronsin et al, 1993). Le ligand
spécifique de RON est le « macrophage stimulating protein » (MSP) (Gaudino et al., 1994; Wang
et al.,, 1994). En revanche, le ligand de SEA n’est a ce jour pas identifié.

Comme MET, RON et SEA sont constitués de deux chaines a et p liées par des ponts
disulfures. De plus, les résidus tyrosines phosphorylées suite a 1’activation des trois récepteurs
sont les mémes. MET, RON et SEA ont également en commun certaines réponses biologiques.
Néanmoins leurs patrons d’expression ne sont pas similaires, suggérant des implications dans des

situations distinctes (pour revue voir (Comoglio and Boccaccio, 1996).

2) L’HGF etle SF

En 1984, Nakamura et ses collaborateurs isolent, a partir de plasma de rats partiellement
hépatectomisés, un facteur capable d’induire la prolifération d’hépatocytes en culture (Nakamura
et al., 1984). Par cette capacité, ce facteur est baptisé “ hepatocyte growth factor ” (HGF). Plus
tard, le facteur est purifié et son géne est cloné. Il s’agit d’'une protéine hétérodimérique de 82
kDa, composée d’une sous-unité o de 69 kDa et d’une sous-unité g de 34 kDa, reliées par des

ponts disulfures. Les deux sous-unités dérivent d’un précurseur commun, qu’une protéase
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transforme en protéine hétérodimérique fonctionnelle (Miyazawa et al., 1993; Mizuno et al.,
1994). La sous-unité a de ’'HGF posséde quatre domaines en boucle, formés par trois liaisons
disulfures intra-chaines (domaine « kringle ») (Figure 4). Ces domaines sont retrouvés dans le
plasminogéne qui présente 38% d’homologie en acides aminés avec ’HGF. Mais I’HGF ne
partage pas l’activité sérine protéase du plasminogéne, et inversement, le plasminogéne ne
partage pas les activités biologiques de 'HGF.

Trois ans plus tard, dans un autre laboratoire, Stocker et ses collaborateurs identifient a
partir d’un surnageant de culture de fibroblastes d’embryon humain, un nouveau facteur capable
de disperser des ilots de cellules épithéliales en culture. Par cette capacité, ce facteur est baptisé

“ scatter factor ” (SF) (Stoker et al., 1987).

3) Le couple HGF/SF-MET

En 1991, deux équipes distinctes montrent que I’HGF induit la phosphorylation de la sous-
unité p du récepteur tyrosine kinase MET, suggérant que I’HGF est le ligand du récepteur MET
(Bottaro et al., 1991; Naldini et al., 1991).

La méme année, le clonage de I’ADNc du SF permet d’affirmer que les séquences du SF et
de ’HGF sont parfaitement identiques. De plus, les réponses biologiques induites par chaque
facteur sont interchangeables de I’un a I’autre et les deux facteurs se fixent avec la méme affinité
sur le récepteur MET (Naldini et al., 1991; Weidner et al., 1991). Dé¢s lors, I’HGF et le SF ne font
qu’un et ce facteur est rebaptisé HGF/SF. De plus, le récepteur MET n’est plus orphelin,
I’HGF/SF est son ligand.

B. Les multiples fonctions du couple HGF/SF-MET, des cellules en culture a la souris

1) Analyse des patrons d’expression; vers un dialogue épithélium /mésenchyme

A vpartir de culture cellulaire, il a été montré que 'HGF/SF est exprimé par les cellules
mésenchymateuses, alors que le récepteur MET est exprimé par les cellules d’origines

épithéliales (Stoker et al., 1987).
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La description précise de ’expression de I’HGF/SF et de son récepteur au niveau d’un
organisme, notamment par la technique d’hybridation in situ, a confirmé les observations faites
sur les cultures cellulaires. En effet, MET est principalement détectée dans les cellules
épithéliales de nombreux organes en formation (foie, rein, poumon, glande mammaire, etc ), alors
que son ligand est détecté dans les cellules mésenchymateuses adjacentes (Sonnenberg et al.,
1993).

Depuis longtemps, les embryologistes ont mis en évidence que les interactions
épithélium/mésenchyme jouent un rdle crucial pour le développement correct des organes. Les
tissus mésenchymateux seraient notamment responsables de la mise en place des organes a
structures épithéliales tubulaires, comme les reins, les glandes mammaires, le pancréas, ou les
poumons, ou dans la mise en place de structures épithéliales plus simples, comme !’intestin ou le
placenta. La localisation complémentaire de 'HGF/SF et de MET associée a ses capacités
motogene, morphogeéne et/ou mitogeéne font du couple un systéeme exemplaire pour le contréle
des tissus épithéliaux par les tissus mésenchymateux adjacents.

L’expression de MET a également été détectée dans de nombreuses autres situations. On
peut noter, par exemple, son expression lors de stades trés précoces du développement (blastula),
ou plus tard, dans des précurseurs de cellules musculaires au niveau du dermomyotome, ou dans

des cellules de type neuronal (Sonnenberg et al., 1993).

2) Reéponses induites par ’HGF/SF sur les cellules en culture

(a) HGF/SF est un facteur multifonctionnel

Dans les cellules exprimant MET, ’HGF/SF est capable d’induire de multiples réponses
biologiques ; sur les hépatocytes, les mélanocytes et les cellules endothéliales, ’HGF/SF a une
action mitogéne (Bussolino et al.,, 1992; Matsumoto and Nakamura, 1996; Nakamura et al.,
1984); dans des cellules neuronales, ’HGF/SF favorise la survie cellulaire (Matsumoto et al.,
1995); sur des cultures organotypiques de follicules pileux, ’HGF/SF est méme capable de
stimuler la pousse des cheveux (Jindo et al., 1995).

Ainsi, selon le type de cellules étudiées, I"'HGF/SF semble avoir de multiples fonctions.
Pourtant, par rapport a d’autres facteurs de croissance, I’HGF/SF tire sa véritable originalité de sa

capacité a remodeler des structures épithéliales. Comme la plupart des autres cellules, la
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physiologie des cellules épithéliales est régulée par des facteurs extracellulaires, et des
interactions cellule/matrice extracellulaire et cellule/cellule. L’importance de ces interactions est
particuliérement claire pour les cellules épithéliales, puisque l’interaction avec la matrice
conditionne leur polarisation, et qu’une série de jonctions intercellulaires spécifiques leurs
permettent de former des structures cohésives (Figure 5). Il a été mis en évidence de fagon
remarquable que "HGF/SF est capable de modifier 1‘organisation des cellules épithéliales. En
fait, le HGF/SF est capable in vitro d’induire la dispersion et la morphogenése des cellules
épithéliales ; deux réponses biologiques fortement dépendantes du mode de culture et qui a priori -

semblent impliquer des processus distincts.

(b) Dispersion des cellules épithéliales

La plupart des cellules épithéliales, cultivées a basse densité sur plastique, s’organisent en
ilots compacts. Sur ce type de culture, ’'HGF/SF, ’EGF ou le FGF sont capables d’induire la
dispersion des cellules constituant un ilot. Cependant, I’HGF/SF est le facteur de croissance qui
induit le plus efficacement la dispersion et ce sur un grand nombre de cellules épithéliales.

Les étapes de ce processus ont été bien décrites sur les cellules épithéliales MDCK (Madin
Darby Canine Kidney) issues d’un rein de chien, qui se dispersent clairement suite a la
stimulation par I’HGF/SF (Figure 6). La dispersion induite par le ’HGF/SF sur les celluies
épithéliales MDCK est & son maximum aprés environ 12 heures de traitement. Pendant ce laps de
temps, le phénoméne peut étre décomposé en événements distincts. Durant les 4 premiéres heures
de traitement par I’HGF/SF, les cellules s’étalent et la surface occupée par une colonie de cellule
peut étre multipliée entre trois et cinq fois. Durant cet étalement, le réseau d’actine composant le
cytosquelette subit de profondes modifications, qui ont notamment pour conséquence 1’apparition
d’extensions cellulaires riches en filaments d’actine appelées lamellipodes. Entre 4 et 6 heures de
traitement, les cellules se désolidarisent les unes des autres. Les jonctions adhérentes, assurées
par les E-cadhérines sont perdues en premier, puis suivent les jonctions serrées et enfin les
jonctions adhérentes, assurées par les desmosomes. De plus, les cellules en périphérie de I'ilot se
séparent de la colonie par une migration active. Aprés 12 heures de traitement, la réorganisation
du cytosquelette et la perte des jonctions, associées au déplacement des cellules ont pour
conséquence un effet global d’éparpillement des cellules (Potempa and Ridley, 1998; Ridley et
al., 1995)
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(c) Morphogenése des cellules épithéliales

Lorsque les cellules épithéliales MDCK sont cultivées pendant plusieurs jours au sein d’un
gel de collagéne, elles s’organisent en structure sphérique, comparable 3 un kyste. Sur ces
structures, I’HGF/SF induit la formation de branchements, constituées de nombreuses cellules
jointives qui pénetrent dans le gel. La réponse est maximale au bout de 10 a 20 jours (Figure 6)
(Montesano et al.,, 1991). Sur les cellules MDCK, I’HGF/SF induit donc la morphogenése de
branchement.

D’autres types de morphogenese ont été observés a partir d’autres cellules épithéliales. De
maniére intéressante, ces structures €laborées in vitro, suite a la stimulation par ’'HGF/SF, se
rapprochent de celles que les'cellu}les sont capables de former in vivo. Par exemple, sur des
cellules issues de la glande mammaire, I’HGF/SF induit la formation de structures tubulaires,
alors que sur des cellules issues de poumons, ’HGF/SF induit la formation de structures d’allure
alvéolaire (Brinkmann et al., 1995). Ces résultats ont permis aux auteurs de proposer que
I’HGF/SF ne soit pas un facteur « instructif », mais un facteur « inductif » ; ’HGF/SF activerait
un « programme » de morphogenése spécifique au type cellulaire.

Les mécanismes mis en place durant la morphogenése induite par 'HGEF/SF sont mal
connus. Pourtant de fagon générale, les auteurs consideérent que la morphogenése nécessite la

dissociation, la migration et la prolifération des cellules épithéliales.

3) Régulation transcriptionnelle induite par PHGF/SF

Il a été montré que la cycloheximide, un inhibiteur de la synthése protéique, bloque de
fagon treés précoce la dispersion induite par 'HGF/SF sur les cellules MDCK (Ridley et al.,
1995). La syntheése de nouvelles protéines ou le renouvellement des protéines déja présentes est
donc indispensable pour cette réponse biologique. Les génes cibles, permettant les réponses
biologiques induites par 'HGF/SF, commencent a étre connus. Ils comprennent notamment des
génes impliqués dans la dégradation de la matrice extracellulaire, des facteurs de transcription et
MET.

Sur les cellules MDCK ou sur des kératinocytes, I’HGF/SF est capable d’induire

I’expression des métalloprotéinases comme la collagenase 1 (MMP-1), la stromélysine 1 (MMP-
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3) (Dunsmore et al., 1996; Fafeur et al., 1997), ou la MMP-9 (McCawley et al., 1998), mais aussi
de genes codant pour des protéines impliquées dans [’activation de protéases, comme
« urokinase-type plasminogen activator »(uPA) ou le récepteur de I’'uPA (Pepper et al., 1992).
Inversement, ’HGF/SF induit aussi I’expression de génes codant pour des inhibiteurs de
protéases comme le « plasminogen activator inhibitor » (Pepper et al., 1992), ou le «tissue
inhibitor of metalloproteinases 3 »(TIMP-3) (Castagnino et al., 1998).

I1 est attractif de proposer que les protéases induites par I’HGF/SF soient impliquées dans
les processus de remodelage des structures épithéliales; la dégradation de la matrice
extracellulaire favoriserait le déplacement des cellules. Pour la MMP-9, une relation de cause a
effet a été établie entre la motilité et I'induction de ’expression de la protéase par ’HGF/SF. En
effet, sur des kératinocytes la dispersion induite par ’HGF/SF corréle avec I’expression de la
MMP-9. De plus, un anticorps bloquant, dirigé contre la MMP-9, inhibe la dispersion induite par
I"HGF/SF (McCawley et al., 1998). Inversement, toujours sur des kératinocytes, I’ HGF/SF induit
I’expression d’un inhibiteur des metalloprotéases (TIMP-3). Dans ce cas, c’est la surexpression
de TIMP-3 qui abolit la dispersion induite par 'HGF/SF. Ces résultats suggerent que la
régulation de I’expression par I’HGF/SF d’au moins deux protéines, impliquées dans les
processus de dégradation de la matrice extracellulaire, joue un rdle important dans la dispersion
(Castagnino et al., 1998).

L’HGF/SF favorise I’expression de facteurs de transcription tels que ETS1 (Fafeur et al.,
1997), les facteurs AP1 FOS et JUN (Boccaccio et al., 1994) et SLUG (Savagner et al., 1997).
Nous discuterons plus longuement par la suite de I’implication du facteur de transcription ETS1.

- Lerdle des facteurs de transcription FOS et JUN, dans les réponses biologiques induites par
I’HGF/SF, n’est pas élucidé. En revanche, il est établi que I’activation de I’'un ou de I’autre
facteur a d’importantes conséquences sur l’organisation des cellules épithéliales. En effet,
I’activation inductible de FOS ou de JUN provoque la dépolarisation et la dissociation de cellules
épithéliales de glandes mammaires (Fialka et al., 1996; Reichmann et al., 1992).

La surexpression de SLUG, dans des cellules issues d’un carcinome de rat, induit
I’étalement et la perte des jonctions assurées notamment par les desmosomes. Néanmoins,
quelques contacts intercellulaires sont conservés et les cellules ne se déplacent pas. Inversement,

la transfection d’ADNc anti-sens de SLUG empéche la dispersion induite par 'HGF/SF. Il
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semble donc que le facteur de transcription SLUG soit impliqué dans la dispersion et plus
précisément durant I’étape d’étalement (Savagner et al., 1997).

L HGF/SF est également capable d’induire I’expression de son propre récepteur (Boccaccio
et al., 1994). Ainsi la stimulation par ’'HGF/SF favoriserait la synthése de MET qui permettrait

une meilleure inductibilité des cellules.

4) Implication du couple HGF/SF-MET durant le développement

(a) Extinction des génes de PHGF/SF et de MET ; transformation in vivo des
essais obtenus in vitro

En 1995, l'inactivation des génes de I’HGF/SF et de MET chez la souris ont donné des
informations décisives sur leur implication durant le développement. De maniere générale, les
équipes ayant inactivés le géne de ’HGF/SF et le géne de MET ont mis en évidence les mémes
anormalités sur I’embryon de souris (Bladt et al.,, 1995; Schmidt et al., 1995 ; Uehara et al.,
1995 ). Les souris MET-/- ou HGF/SF-/- meurent in utero a environ 15 jours de développement.
Le placenta présente des défauts d’organisation, la taille du foie est réduite, les cellules
musculaires des bourgeons des membres, du diaphragme et du sommet de la langue sont
inexistantes.

Les défauts au niveau du placenta semblent responsables de la mort des embryons, sans
doute suite a un dysfonctionnement du transport des nutriments et de 1’oxygeéne. Le phénotype est
. la conséquence d’une réduction du nombre de trophoblastes qui expriment normalement MET.
L’inactivation du géne de 'HGF/SF (Schmidt et al., 1995; Uehara et al., 1995) ou celui du
récepteur MET (Bladt et al., 1995) empécherait le controle de la prolifération des trophoblastes
par les cellules mésenchymateuses adjacentes ; les cellules allantoides qui expriment 'HGF/SF
(Uehara et al., 1995). Ces résultats confirment 1’hypothése initiale basée sur les localisations
complémentaires de MET et de son ligand : le couple semble jouer un réle important pour les
interactions épithélium/mésenchyme.

La réduction de la taille du foie provient quant a elle de la réduction du nombre
d’hépatocytes, néanmoins la structure globale du foie n’est pas affectée (Schmidt et al., 1995).
L’implication de I’HGF/SF et de MET durant le développement du foie est en accord avec le
puissant effet mitogene obtenu par ’HGF/SF sur les hépatocytes (hepatocyte growth
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factor !)(Nakamura et al., 1984) et leur trés large expression dans le foie. Il est intéressant de
noter que ’implication du couple dans la constitution du foie ne se limite pas au développement.
En effet, ’'HGF/SF semble jouer un rdle important pour la reconstitution du foie, lors de
pathologies chez I’adulte.

Pour le défaut au niveau des cellules musculaires, c’est la migration de précurseurs a partir
du dermomyotome qui semble perturbée. En effet, les cellules musculaires des bourgeons de
membres, du diaphragme, et du sommet de la langue ont pour précurseur commun des
myoblastes issus du dermomyoderme des somites. Chez les souris MET-/- ou HGF/SF-/- ces
précurseurs, exprimant habituellement MET (Sonnenberg et al., 1993), existent mais sont
incapables de migrer et ne peuvent pas, par conséquent, coloniser les organes cibles (Bladt et al.,
1995). On le sait, ’HGF/SF a une activité motogéne importante (scatter factor !)(Stoker et al.,
1987) ; cette activité semble nécessaire in vivo, a la migration de certains précurseurs de cellules
musculaires.

Les défauts observés in vivo corroborent, trés largement, les hypothéses fonctionnelles
issues des patrons d’expressions et/ou les réponses induites in vitro par THGF/SF. Ainsi, ce qui

est rare pour un facteur de croissance, I’HGF/SF porte bien son nom.

(b) Remplacement chez la souris du géne codant MET par une version mutée,
MET GRB2"

Comme nous 1’aborderons plus longuement, la spécificité de la transmission du signal ne
tient parfois qu’a un seul acide aminé. Ainsi, le remplacement sur MET, dans la partie
intracellulaire, de la séquence Y"**VNV par la séquence Y"?**VHV provoque la perte spécifique
du recrutement de la protéine GRB2, alors que le recrutement d’autres protéines ne semble pas
modifiée. Cette forme mutante de MET a été baptisée MET GRB2.

Le remplacement chez la souris, du géne codant MET, par la séquence nucléotidique codant
le récepteur MET GRB2Y, a permis de révéler de nouvelles implications de MET durant le
développement. En effet, les souris MET GRB2 présentent une réduction des muscles des
membres. Ce défaut correspond a un de ceux observés chez les souris MET-/-, alors que les autres
dysfonctionnements ne sont pas retrouvés. Néanmoins, alors que dans les souris MET-/- ¢’est la

perte des capacités migratoires des myoblastes qui est responsable du phénotype, dans les souris
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MET GRB2" ¢’est la prolifération des myoblastes durant leur migration qui est perturbée (Maina
et al., 1996).

On peut donc proposer que les phénotypes dramatiques obtenus par I’inactivation des genes
de MET et de ’HGF/SF masquent d’autres implications biologiques du couple. Il est peu risqué
de parier, que plus tard dans le développement ou chez I’adulte, il sera mis en évidence d’autres

roles pour I'HGF/SF et MET.

(¢) L’épineux probléme de la mise en place d’organes a structure épithéliale

L’HGF/SF a des capacités remarquables a induire in vitro la morphogenese des cellules
épithéliales (Brinkmann et al., 1995). De plus, "HGF/SF et MET sont exprimés dans des organes
ou les tissus épithéliaux forment des structures tubulaires complexes (Sonnenberg et al., 1993).
Enfin, des informations fonctionnelles ont permis la mise en évidence de I’implication de
I’HGF/SF et de MET durant ’organogenése. En effet, des anticorps bloquants, dirigés contre
I’HGF/SF, utilisés sur une culture organotypique de rein embryonnaire, ont perturbé la
morphogenése des tissus épithéliaux (Santos et al., 1994; Woolf et al., 1995). Plus tard, soit en
utilisant des anticorps bloquants, soit en utilisant des oligonucléotides antisens, perturbants la
synthése de I’HGF/SF, I'implication du facteur de croissance a ét¢ mise en évidence lors de la
morphogenése, obtenue & partir de cultures organotypiques de glandes mammaires, de poumons
ou de dents (Ohmichi et al., 1998; Tabata et al., 1996; Yang et al., 1995).

Pourtant, chez les souris HGF/SF-/- ou MET-/-, ces organes ne présentent aucune anomalie
ni dans leur taille ni dans leur structure, jusqu’a la mort des embryons a environ 15 jours de
développement. Ces résultats soulévent la question de la mise en jeu de mécanismes de

compensation, qui permettraient la mise en place de ces organes sans 'implication du couple

HGF/SF-MET.

5) Implication du couple HGF/SF-MET dans la tumorigenése

Le récepteur MET a été découvert grace aux capacités transformantes de la fusion TPR-
MET, mais le réarrangement TPR-MET n’a jamais été identifié dans des cancers naturels. Par
contre, la dérégulation des fonctions du couple HGF/SF-MET pourrait étre un événement

essentiel dans le processus de tumorigenese d’une grande variété de tissus épithéliaux.



MET HGF/SF
Poumon |Olivero, et al.,1996 Surex. prot. Surex. prot.
Plévre Harvey, et al.,1996 Surex. prot. Surex. prot.
Sein Tuck, et al.,1996 Surex. ARNm| Surex. ARNm
et prot.
Ovaire Renzo, et al.,1994 Surex. prot.
Thyroide |[Ruco, et al.,1996 Surex. prot.
Colon et |DiRenzo, et al., 1995 Surex. prot.
Rectum Amplification
du géne
Estomac |Taniguchi, et al.,1997 Augmentation du
taux sérique
Sarcomes |Rong, et al.,1993 Surex. prot. Surex. prot.
(Os,muscle, /
Cartilage) .
Sarcome de |Polverini, et al.,1995 Surex. prot. Surex. prot.
Kaposi
Cerveau Rosen, et al.,1996 Surex. prot.
Rein Natali, et al., 1996 Surex. prot.
Bardelli, et al.,1997 Mutation
Prostate |Pisters, et al.,1995 Surex. prot.

Tableau 1: Le couple HGF/SF-MET est impliqué dans des cancers chez
PHomme.

L’argumentation de I’implication du couple SF/HGF-MET dans ces cancers
épithéliaux ou mésenchymateux repose sur une surexpression de la protéine MET ou
de I’ HGF/SF (Surex .prot), sur une surexpression de I’ARN messager de MET ou de
I’HGF/SF (Surex. ARNm), une augmentation du taux sérique de 1’HGF/SF. Plus

rarement sont observées une amplification ou une mutation du géne de MET.
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Dans les tissus tumoraux de certains cancers chez ’Homme, une surexpression du
récepteur MET et/ou 'HGEF/SF peut étre retrouvée (Tableau 1). En fait, il semble que la
surexpression de MET et/ou de son ligand aboutisse & une boucle d’activation autocrine, qui est a
lorigine de D’activation de MET. De la méme fagon, une transfection stable permettant
I’expression de I’HGF/SF dans des cellules épithéliales exprimant MET (Rong et al., 1992), ou
inversement une transfection stable de MET dans des fibroblastes exprimant HGF/SF (Johnson et
al., 1995; Kanda et al., 1993), conférent aux cellules des capacités tumorigénes.

De fagon moins fréquente, le récepteur MET peut également étre activé par des mutations.
Ainsi des mutations ponctuelles de MET induisant ’activation constituve du potentiel tyrosine

kinase du récepteur sont associées & un carcinome héréditaire du rein (Bardelli et al., 1997).

II. Signalisation induite par le récepteur MET

Une question cruciale consiste & se demander comment les voies de signalisation induites
par un facteur extracellulaire contribuent aux réponses biologiques. En d’autres termes, comment
une cellule transforme t-elle un stimulus en réponse biologique complexe ?

Le cas de 'HGF/SF fait figure d’exemple. En effet, au fur et 2 mesure que les mécanismes
d’activation de MET et des voies de signalisation en aval ont été mieux décryptés, leurs
influences sur les réponses biologiques ont été mises en évidences. Sur les cellules épithéliales,
comme les MDCK, les auteurs ont notamment étudié la dispersion et la morphogenése de
branchement. Sur les fibroblastes, les auteurs ont étudié 1’implication des voies de signalisation
induites par TPR-MET, lors de la transformation.

Suite & la stimulation par I’'HGF/SF, le premier événement permettant la propagation de
I’information est I’activation du récepteur MET. Les mécanismes d’activation du récepteur,
notamment par autophosphorylation de résidus tyrosines, ont été largement étudiés, de méme que

leurs implications dans les réponses biologiques.

A. Initiation de voies de signalisation par MET
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Figure 7: Représentation schématique de MET, RON et SEA
et de cinq autres récepteurs a activité tyrosine Kinase
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1) Structure et activation des récepteurs tyrosines kinases

Les récepteurs tyrosines kinases sont constitués d’un domaine juxtamembranaire, séparant
une région extracellulaire capable d’interagir avec un ligand spécifique, et une région
intracellulaire portant I’activité tyrosine kinase. Les régions extracellulaires sont constituées de
nombreux types de domaines ; il peut s’agir par exemple de domaines « immunoglobulin-like »
ou de domaines riches en cystéines. Les domaines tyrosines kinases des régions intracellulaires,
constitués de 11 sous-domaines, sont quant a eux bien conservés entre les différents récepteurs.
Sur la base de leur caractéristique structurale, les récepteurs tyrosines kinase peuvent é&tre classés
en famille. Quelques exemples représentatifs sont illustrés sur la figure 7.

Selon un processus qui semble général aux récepteurs de type tyrosine kinase, la fixation du
ligand sur la région extracellulaire permet leur activation par phosphorylation et I’initiation de
voies de signalisation intracellulaires (Heldin, 1995).

Des données fonctionnelles, associées aux données de structure cristalline obtenues sur le
domaine tyrosine kinase du récepteur i P’insuline ou du récepteur au FGF ont permis de
modéliser leur activation. Deux sous-domaines du domaine tyrosine kinase s’organisent en
boucle, dont le positionnement par rapport au site de fixation de I’ATP, conditionne 1’activité
catalytique du récepteur. En situation non activée, la boucle masque le site de liaison de ’ATP,
réduisant ainsi 1’activité catalytique. En situation activée, deux tyrosines contigues du domaine
catalytique, conservées parmi les récepteurs, sont phosphorylées. Il s’en suit un changement de
conformation de la boucle qui libére le site de fixation de I’ATP. L’activité catalytique du
récepteur est alors maximale. La fixation du ligand sur les récepteurs tyrosines kinases permet le
rapprochement des récepteurs « au repos ». Leur faible activité tyrosine kinase permettrait tout de
méme leur autophosphorylation sur les résidus tyrosines et notamment sur ceux situés dans le
domaine catalytique. La phosphorylation de ces résidus libérerait le site de fixation de I’ATP et
assurerait une autophosphorylation compléte des récepteurs. D’autres résidus tyrosines situés hors
du domaine kinase sont alors phosphorylés (pour revue voir (Hubbard et al., 1998). Ces résidus
tyrosines phosphorylés sont capables d’interagir avec des protéines cytoplasmiques qui seront a la

base de voies de signalisation intracellulaires.
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Figure 8: Représentation schématique des résidus tyrosines de la partie
intracellulaire de MET. Les résidus tyrosines sont numérotés de 1 a 16 et sont
accompagnés d'une fleche lorsqu'ils sont autophosphorylés, lors de 1'activation du

récepteur.
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2) Activation du potentiel tyrosine kinase de MET

(a) La liaison de PHGF/SF a MET

MET est le récepteur a haute affinité de ’HGF/SF (ky=5-25 pM) (Naldini et al., 1991;
Rubin et al., 1993). L’extrémité N-terminale de I’HGF/SF, précédant les domaines « kringle »,
est responsable de ’interaction avec MET (Lokker et al., 1992; Okigaki et al., 1992). Il semble
cependant que la partie C-terminale soit également impliquée dans 1’interaction avec le récepteur.
En effet, des produits d’épissages alternatifs de I’HGF/SF, tronqués dans la partie C-terminale de
la chaine B, sont incapables d’induire I’activation des récepteurs (Chan et al., 1991).

D’autre part, il existe a la surface des cellules des récepteurs de basse affinité pour
I’HGF/SF (kp=0,2-5nM). Il s’agit de protéoglycanes sulfatés de type héparine, qui favoriseraient
Porganisation des molécules d’HGF/SF en structures oligomériques, et faciliteraient la

dimérisation des récepteurs MET (Zioncheck et al., 1995).

(b) Autophosphorylation de MET ; implication des tyrosines 8 et 9 dans
Pactivité catalytique

Suite a la liaison de ’HGF/SF les récepteurs MET s’autophosphorylent sur des résidus
tyrosines. Pour faciliter la lisibilité, nous utiliserons une numérotation simplifiée des résidus
tyrosines de MET, dans laquelle les résidus tyrosines de la partie intracellulaire de MET sont
numérotés de 1 & 16. Leur position dans la séquence de MET est schématisée sur la figure 8.

La protéine MET activée est majoritairement phosphorylée sur les résidus tyrosines 8 et 9
du domaine catalytique, conservés dans de nombreux récepteurs tyrosine kinases (Ferracini et al.,
1991; Longati et al., 1994) (Figure 8). Comme pour la plupart de ces récepteurs, la mutation de
’un ou des deux résidus abolit I’activité catalytique de MET (Longati et al., 1994).

De fagon a déterminer 'implication de ces deux résidus tyrosines, lors de réponses
biologiques telles que la dispersion ou la morphogenése induite par ’HGF/SF, de nombreuses
équipes se sont lancées dans 1’élaboration de récepteurs chiméres. Ces récepteurs sont tous
constitués de la partie transmembranaire et intracellulaire du récepteur MET et de la partie
extracellulaire d’un récepteur que la cellule n’exprime pas. Dans des cellules transfectées par de

telles chimeres, la stimulation par le ligand correspondant a la partie extracellulaire, permet
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I’autophosphorylation de la partie intracellulaire de MET et par conséquent 1’activation des voies
de signalisation spécifiques 8 MET.

Les deux premieres équipes ayant construit des récepteurs chimeres les ont d’abord utilisés
pour prouver 'implication de la partie intracellulaire du récepteur MET dans la dispersion et la
morphogenese de branchement de cellules épithéliales. Une chimére TRK-MET, constituée de la
partie extracellulaire du récepteur au NGF fusionné a la partie intracellulaire de MET, a permis a
M. Weidner et ses collaborateurs de montrer en 1993 que des cellules épithéliales MDCK,
transfectées par cette chimere, se dispersent et font de la morphogenese de branchement sous
I’action du NGF, comme elles le feraient avec de I’HGF/SF (Weidner et al., 1993). La méme
année, une chimére EGFR-MET a permis d’obtenir des conclusions similaires (Komada and
Kitamura, 1993). Dans la foulée, les auteurs ont également montré que leurs chiméres EGFR-
MET, dont le résidu tyrosine 9 (site de phosphorylation majoritaire de MET) est remplacé par un
résidu non phosphorylable, est incapable d’induire la dispersion de cellules épithéliales (Komada
and Kitamura, 1994). Plus tard, deux équipes ont précisé¢ que les deux résidus (8 et 9) sont
nécessaires pour la dispersion et la morphogenése de branchement des cellules épithéliales
(Weidner et al., 1995; Zhu et al., 1994).

Les résidus tyrosine 8 et 9, situés dans région catalytique du récepteur MET, sont donc
deux sites majoritairement phosphorylés. Ils sont indispensables pour 1’activité tyrosine kinase du

récepteur et sont logiquement requis pour induire les réponses biologiques.

3) Site de liaison multisubstrat impliquant les tyrosines phosphorylées 14 et 15

(a) Recrutement de protéines cytoplasmiques

En 1993, C. Ponzetto et ses collaborateurs identifient deux autres sites
d’autophosphorylation sur le récepteur MET dont D’intensit¢é de phosphorylation est moins
importante que les résidus 8§ et 9. Il s’agit des résidus 14 et 15 de la région C-terminal de MET
(Ponzetto et al., 1993). En fait ces deux résidus tyrosines phosphorylés sont impliqués dans le
recrutement de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) (Ponzetto et al., 1993) dont ’interaction
avec MET avait été identifiée deux ans plus tot (Graziani et al., 1991). Depuis, il a été montré que
de nombreuses autres protéines sont capables de se lier a ces deux résidus voisins. Ces effecteurs

directs de MET sont notamment GRB2, SRC, PI3K, PLCy, SHC, GABI1 et STAT3 (Figure 9). Le
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Figure 9: Recrutementde protéines cytoplasmiques par les résidus tyrosines phosphorylés
des récepteurs MET, PDGFgR et TRKA
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recrutement de ’ensemble de ces protéines sur deux résidus tyrosines proches a amené P.
Comoglio a baptiser la région entourant ces deux résidus « site d’ancrage multisubstrat »

(Ponzetto et al., 1994).

(b) Originalité du site d’ancrage multisubstrat de MET

La majorité des récepteurs tyrosine kinase ont en commun, dans leur domaine kinase, un ou
deux des résidus tyrosines nécessaires a ’activité kinase. En revanche, la localisation des résidus
tyrosines autophosphorylées responsable du recrutement secondaire des protéines cytoplasmiques
varie de fagon importante. Les capacités de recrutement de ces résidus sont également trés
variables.

Pour exemple, le récepteur PDGFBR compte huit résidus tyrosines autophosphorylés situés
hors du domaine kinase, répartis sur I’ensemble de la partie intracellulaire. Il a été montré que les
huit résidus sont tous capables de lier une, deux ou au maximum trois protéines cytoplasmiques
(Figure 9). Le récepteur TRKA (récepteur du NGF) posséde quant a lui deux résidus tyrosines
phosphorylés; un résidu situé dans la région juxtamembranaire et un autre situé dans région C-
terminale. Chacun des résidus lie une seule protéine cytoplasmique, jusqu’a preuve du contraire
(Figure 9). 7

Le site d’ancrage de MET, constitué de deux résidus tyrosines proches (séparé par sept
acides aminés), est capable de lier au moins sept protéines. Ce mécanisme de recrutement sur un
site unique d’une multitude de protéines de signalisation est original par rapport aux autres
récepteurs tyrosines kinases et pose donc un probléme pour la compréhension de 1’organisation

des recrutements.

4) Le site de liaison multisubstrat joue un role crucial dans les réponses

biologiques induites par MET

(a) La danse des récepteurs chiméres MET

Comme pour les résidus tyrosines 8 et 9, implication des tyrosines 14 et 15 a été étudiée

lors de la dispersion et la morphogenése des cellules épithéliales, grace a la stratégie des



M. Park M. Weidner P. Comoglio
Chimeére CSF-MET Chimére TRK-MET Chimére TRK-MET
(Zhu et al, 1994) (Weidner et al, 1995) (Ponzetto et al , 1996)
Mutation
Y-F Y15 Y14 Y15 | Yi4- Y2 Y16 Y14 YIS | Y14-
15 15
Disp. 0 + + J D + J 2 0
Morpho. 0 J J 0 + J

Réponse induite par le ligand
+: Conservation

4: Diminution

0: Abolition

D : Phénotype constitutivement dissocié:

Tableau 2: Synthése des résultats obtenus sur la dispersion (disp.) et la morphogenése de

branchement (morph.) des cellules MDCK transfectées par des récepteurs chimeres mutés sur

des résidus tyrosines.
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récepteurs chimeéres. Trois équipes, sont entrées en concurrence sur ce sujet et ont chacune donné
leur version des faits. Dans leur globalité les résultats vont dans le méme sens ; les deux tyrosines
sont importantes pour les réponses biologiques, cependant dans le détail des contradictions
éveillent I’intérét.

C’est I’équipe québécoise de M. Park qui ouvre le bal. En effet, son équipe démontre, en
utilisant une chimere CSFR-MET, que la tyrosine 15 est absolument nécessaire a la dispersion et
la morphogenése des cellules épithéliales MDCK (Zhu et al., 1994).

L’année suivante M. Weidner et ses collaborateurs, en Allemagne, contredisent
I’information en montrant que la mutation simple de la tyrosine 15 ou 14 diminue la
morphogenése de branchement sans 1’abolir et que la dispersion n’est pas affectée. De plus, ils
montrent que la double mutation des tyrosines 14 et 15 abolit la morphogenese de branchement
mais pas la dispersion. D’autre part, ils mettent a jour I’implication de deux autres résidus
tyrosines dont 1’autophosphorylation n’a pas été détectée. En effet, la mutation de la tyrosine 2,
située dans la région juxtamembranaire, induit un phénotype dissoci€, suggérant son implication
dans une régulation négative. De plus, la mutation de la tyrosine 16, située a I’extrémité C-
terminale, perturbe sensiblement la morphogenese (Weidner et al., 1995).

L’année d’apres, c’est 1’équipe italienne de P. Comoglio qui entre dans la danse avec un
récepteur chimére TRK-MET (comparable & celui de M. Weidner). Leurs résultats montrent que
la mutation simple de la tyrosine 14 ou 15 sur le récepteur TRK-MET diminue la dispersion sans
I’abolir et que la mutation des deux résidus permet d’abolir la dispersion (Ponzetto et al., 1996)
(i1 n’y a pas d’informations sur la morphogenése de branchement).

De fagon synthétique, la morphogenése peut toujours étre bloquée, mais selon les équipes
I’abolition nécessite la mutation d’'un ou des deux résidus du site multisubstrat. Pour la
dispersion, une équipe montre que la mutation d’un résidu peut suffire pour I’abolir, alors que
pour une autre la mutation des deux résidus diminue, mais n’abolit pas le processus. Les résultats
sont résumés dans le tableau 2.

Une explication possible de ces contradictions peut résider dans la difficulté a évaluer
objectivement des réponses biologiques comme la dispersion ou la morphogenése de
branchement. Quoi qu’il en soit en mettant de c6té ces contradictions, il est dés lors admis que les
deux tyrosines de la partie C-terminale de MET jouent un rdle crucial dans I’induction des

réponses biologiques.
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(b) Les exemples du récepteur PDGF(R et du récepteur FGFR1

Des travaux d’identification et de mutations des résidus tyrosines phosphorylés ont
également été entrepris sur de nombreux autres récepteurs tyrosines kinases. Le récepteur au
PDGF (PDGFBR) et le récepteur au FGF1 (FGFR1) me paraissent deux exemples significatifs.
En effet, I’influence des mutations des résidus tyrosines phosphorylés a donné lieu a des
conclusions diamétralement opposées et rendent compte de la diversité de fonctionnement au sein
de la famille des récepteurs tyrosines kinases, ayant des mécanismes de signalisation a priori
proches.

Sur le récepteur FGFR1 quatre résidus tyrosines phosphorylés ont été identifiés hors du
domaine kinase en position 463, 583, 730 et 766. Seule la tyrosine 766 est capable de lier une
protéine cytoplasmique (Mohammadi et al., 1996). L’influence des mutations des tyrosines
phosphorylées du récepteur au FGF1 a été évaluée notamment dans les cellules PC12 ; le FGFR1
transfecté et activé induit une différentiation neuronale. La mutation des quatre résidus tyrosines
du récepteur FGFR1 n’a aucune conséquence sur cette différenciation (Mohammadi et al., 1996).
Ce résultat démontre que le récepteur au FGF1 est capable d’induire des voies de signalisation
menant a des réponses biologiques sans mettre en jeu la phosphorylation de résidus tyrosines.

Le récepteur au PDGFp (PDGFBR) s’autophosphoryle, quant a lui, sur huit résidus
tyrosines. Tous ces résidus sont capables de recruter des protéines cytoplasmiques (Figure 9).
L’influence des mutations de ces résidus tyrosines a été évaluée sur différentes réponses
biologiques que le PDGF est capable d’induire selon le type cellulaire. Dans toutes les
expériences la réponse biologique a été abolie par la mutation d’un ou plusieurs des résidus
tyrosines ( pour revue (Claesson-Welsh, 1994). Dans le cas du récepteur PDGFgR les résidus
tyrosines semblent nécessaires a la transmission de I’information menant aux réponses
biologiques.

Sous I’éclairage de ces résultats, il semble que le récepteur MET ait le méme comportement
que le récepteur au PDGFB; les résidus tyrosines phosphorylés, en dehors du domaine tyrosine

kinase, semblent nécessaires a 1’obtention des réponses biologiques.
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5) Le site de liaison multisubstrat est nécessaire pour la transformation

Les sites d’autophosphorylation de TPR-MET semblent les mémes que MET. En effet,
TPR-MET est majoritairement phosphorylé sur les résidus 8 et 9 (Rodrigues and Park, 1994),
alors que les résidus tyrosines 14 et 15 sont plus faiblement phosphorylés (Kamikura et al., 1996).

Parallclement au récepteur MET, un travail équivalent de mutagenése des résidus tyrosines
phosphorylés a été mené sur I’oncogéne TPR-MET. La substitution des résidus tyrosines 8 et 9
du domaine kinase, en résidus non phosphorylables, démontre leur nécessité a la fois pour
Pactivité tyrosine kinase et pour les capacités transformantes de TPR-MET (Rodrigues and Park,
1994).

Pour les résidus tyrosines C-terminaux, les résultats indiquent que la mutation de la tyrosine
14 de TPR-MET réduit d’environ 50% la capacité de transformation mesurée par ’obtention de
colonies, celle de la tyrosine 15 réduit la transformation de 90%, et la transformation est nulle
quand les deux résidus sont mutés (Fixman et al., 1995; Ponzetto et al., 1994). Ces résultats
confirment ceux obtenus avec les chiméres MET et soulignent une fois de plus le r6le crucial des
résidus de la partie C-terminale dans les réponses biologiques.

Certaines équipes travaillent sur MET et TPR-MET en parall¢le et des résultats obtenus sur
TPR-MET sont régulié¢rement utilisés comme arguments pour MET et inversement. Ce fait est
révélateur de 1’état d’esprit des auteurs, qui considérent que MET et TPR-MET induisent des
voies de signalisation équivalentes. Pourtant TPR-MET, par P’absence de domaine
juxtamembranaire, n’est pas localisé a la membrane et leurs parties intracellulaires ne sont pas

strictement identiques (Gonzatti-Haces et al., 1988) (Figure 3).

B. Implication des voies de signalisation dans la dispersion et la morphogenése induites

par PHGF/SF

Les résidus tyrosines phosphorylés, du récepteur MET activé, permettent le recrutement de
nombreux effecteurs, comme GRB2, SHC, PI3K, SRC, STAT3, GAB1 ou PLCy. L’activation de
ces protéines est a l’origine de !’initiation de nombreuses voies de signalisation. Ces voies
activées par les récepteurs tyrosines kinases en générales, et par MET en particulier, sont de
mieux en mieux décrites. De plus, pour certaines d’entre elles, il a été possible d’évaluer leurs

implications dans les réponses biologiques induites par ’HGF/SF.
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1) GRB2

(a) Implication du résidu tyrosine 15 pour le recrutement de GRB2

GRB2 est une protéine de 25 kDa capable d’interagir avec les tyrosines phosphorylées de
nombreux récepteurs tyrosines kinases, tels que le récepteur a ’EGF ou au PDGF. D’ailleurs
GRB?2 signifie ““ growth factor receptor-bound protein 2 . la protéine est constituée de trois
domaines; deux domaines SH3 et un domaine SH2 (SRC homology domain 3 ou 2, pour leurs
caractérisations initiales dans la protéine SRC) (Lowenstein et al., 1992). Le domaine SH3
permet la reconnaissance de régions riches en résidus prolines. C’est ce domaine qui assure la
liaison de GRB2 a son acolyte SOS, qui posséde dans sa partie C-terminale une région riche en
proline (Buday and Downward, 1993; Chardin et al., 1993; Egan et al., 1993; Rozakis et al,,
1993 ). La région SH2, quant a elle, est capable de reconnaitre différents motifs contenant un
résidu tyrosine phosphorylé. C’est via son domaine SH2 que GRB2 est capable de se lier aux
tyrosines phosphorylées des récepteurs tyrosines kinases.

L’interaction de MET activé avec la protéine GRB2 a été mis a jour en 1994, grace a des
expériences de co-immunoprécipitation ; GRB2 est immunoprécipité et la protéine MET est
détectée par immunoblot (Ponzetto et al., 1994). De plus, des expériences d’association in vitro
ont montré que seul le récepteur MET, muté sur la tyrosine 15, ne lie pas GRB2, démontrant ainsi
que GRB?2 interagit avec MET via la tyrosine phosphorylée 15 (Ponzetto et al., 1994). Cette
interaction unique avec la tyrosine 15 est particuliére pour le récepteur MET puisque les autres
protéines recrutées par la partie C-terminale peuvent interagir avec les deux résidus 14 et 15. La
liaison spécifique de GRB2 sur la tyrosine 15 est due a la présence en position +2 d’un résidu
aspartique (Y"’VNV), compatible avec le domaine SH2 de GRB2, alors que la tyrosine 14
posséde en position +2 un résidu histidine (Y'*VHV) (Fournier et al., 1996; Ponzetto et al., 1994;
Ponzetto et al., 1996) (Figure 11).

(b) Implication de GRB2 dans les réponses biologiques
La mutation du résidu aspartique situé en position +2 de la tyrosine 15 (Y'*VHV) abolit la
fixation de GRB2 a MET. En revanche, les autres protéines, connues au moment des expériences,
sont toujours recrutées (Fixman et al.,, 1996; Fournier et al., 1996; Ponzetto et al., 1996). Ces

caractéristiques semblaient &tre une occasion intéressante pour étudier ’implication de GRB2
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dans les réponses biologiques induites par MET. L’étude a été rendue possible par I’utilisation de
récepteurs chiméres mutés sur le site GRB2 (MET-GRB2%).

Une fois de plus la concurrence est rude et les équipes de M. Park et de P. Comoglio
publient des résultats équivalents en 1996. En fait, le récepteur MET-GRB2® est incapable
d’induire la morphogenése de branchement alors que la dispersion est toujours possible (Fournier
et al., 1996; Ponzetto et al., 1996). Le résultat est élégant, néanmoins, I’interprétation est délicate.
En effet, I’abolition du recrutement de GRB2 par MET ne diminue pas I’activation des kinases
ERK, qui sont des kinases intracellulaires dont 1’activation est dépendante du recrutement de
GRB2. Ainsi, l'interaction directe de GRB2 sur MET, via la tyrosine 15, ne serait pas le
mécanisme principal, utilis¢é par MET, pour acfiver les kinases ERK (Fournier et al., 1996;
Ponzetto et al., 1996). La perte de la morphogenése de branchement par le récepteurs MET-
GRB2® semble donc ne pas pouvoir étre expliquée par 1’altération de cette voie de signalisation.
C’est pourquoi les auteurs imaginent que la mutation du résidu aspartique en position +2 par
rapport a la tyrosine 15 perturbe également le recrutement d’autres protéines encore inconnues
(Fournier et al., 1996).

L’année suivante, la découverte et la caractérisation de ’adaptateur GAB1 permettent de
vérifier I’hypothese. En effet, 'interaction de GAB1 sur MET est dépendante de la liaison
préalable de GRB2 sur les tyrosines en C-terminal (Bardelli et al., 1997; Nguyen et al., 1997).
Ainsi, la liaison de GAB1 sur MET est fortement perturbée quand le site de liaison de GRB2 est
muté. De plus, comme nous le verrons dans le paragraphe B. 6., GAB1 joue un rble primordial
dans les réponses induites par 'HGF/SF, ce qui expliquerait la perte de fonction obtenue avec le
récepteur MET-GRB2Y,

De fagon a découvrir le role spécifique de GRB2 dans la transduction du signal, I’équipe de
M. Park en collaboration avec J. Schlessinger tente une autre stratégie (Rodrigues et al., 1997).
Cette fois, ce sont des mutants de délétions de GRB2 ne possédant pas I’'un ou I’autre de ses
domaines SH3 qui sont utilisés pour interférer avec les protéines endogénes. Les protéines GRB2
mutantes interagissent toujours, via leur domaine SH2, avec les tyrosines phosphorylées, mais
sont incapables d’activer les voies en aval car leur interaction avec SOS est rendu impossible par
la perte des domaines SH3. Cette stratégie présente I’avantage d’interférer potentiellement avec
toutes les protéines GRB2 recrutées, méme celles interagissant avec des intermédiaires. Pourtant

les résultats sont décevants. En effet, la surexpression de tels mutants, dans des cellules
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transformées par I’oncogéne TPR-MET, ne présente pas de réduction de I’activation des kinases
ERK. Les auteurs interprétent cet échec par la nécessité qu’aurait la cellule a avoir une activité
des kinases ERK suffisante pour assurer sa survie. Ainsi, la sélection ne favoriserait pas
I’obtention de clones présentant une réduction de ’activité de la kinaes ERK. En revanche, les
cellules transfectées par les mutants de GRB2 présentent d’autres caractéristiques, difficilement

interprétables, telles qu’une diminution de I’activité de JNK ou de la PI3K.

(c) Le complexe GRB2-SOS ; facteur d‘échange de RAS

Comme les autres récepteurs tyrosines kinases, le récepteur MET activé est capable
d’induire I’échange GDP en GTP sur la petite protéine G RAS, ancrée a la membrane, grice a
une queue lipidique (Graziani et al., 1993). La forme activée de RAS (RAS-GTP) est a la base
des voies de signalisation qui sont de loin les mieux décrites.

Une année apres la caractérisation de GRB2 en 1992, il est démontré que cette protéine
interagit avec SOS (Buday and Downward, 1993; Chardin et al., 1993; Egan et al., 1993; Rozakis
et al., 1993 ). Dans le méme temps SOS est décrit comme étant le facteur permettant 1’échange du
GDP en GTP sur la protéine RAS (Chardin et al., 1993). Des lors, les étapes nécessaires a
I’activation de la protéine RAS par les récepteurs tyrosines kinases sont éclaircies. Suite a
I’activation d’un récepteur tyrosine kinase, le complexe GRB2-SOS est recruté, ce qui
favoriserait sa localisation a proximité de RAS ancré a la membrane : SOS pourrait alors exercer
sur la protéine RAS ses talents de facteur d’échange (Figure 11).

Le retour de la protéine RAS-GTP en RAS-GDP est assurée par les protéines GAP
(GTPase-activating protein) qui induisent I’hydrolyse du GTP. La protéine a activité GTPase la
plus étudiée, capable d’hydrolyser le GTP de RAS, est la protéine GAP %,

(d) Implication de RAS dans les réponses biologiques

La protéine RAS a été la premiére molécule de signalisation étudiée pour son influence sur
les réponses biologiques induites par ’'HGE/SF. Les résultats démontrent que 1’activation de RAS
est nécessaire a la dispersion des cellules épithéliales. En effet, la surexpression inductible d’une
forme inactivée de RAS (RAS N17, incapable de lier le GTP) empéche la dispersion des cellules
MDCK induite par PHGF/SF (Hartmann et al., 1994). Ces résultats ont été confirmés par la
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microinjection d’anticorps bloquants dirigés contre RAS (Ridley et al., 1995). L’analyse du
phénotype indique que la dispersion est bloquée dés I’étape de réorganisation du réseau d’actine,

nécessaire a I’étalement, et précédant la dissociation proprement dite.

(e¢) RAS est a la base d’une cascade de kinase

i) De la membrane au noyau

La recherche en double hybride des partenaires de RAS a permis de mettre en évidence une
interaction entre RAS-GTP et la MAP kinase kinase kinase RAF-1 ( MAP pour mitogen-
activated protein) (Van et al,, 1993; Vojtek et al., 1993; Zhang et al,, 1993). RAF-1 est
notamment constitué en N-terminal d’un domaine CR1 (conserved region 1) riche en cystéine
capable de lier RAS-GTP, et d’un domaine sérine/thréonine kinase situé en C-terminal. C’est la
phosphorylation de la protéine RAF-1 sur des résidus sérines qui active son potentiel
sérine/thréonine kinase, mais la kinase responsable de ces phosphorylations n’est pas connue
(Morrison et al., 1993). Néanmoins, les auteurs supposent que c’est le positionnement de RAF a
la membrane cytoplasmique, grice 4 son interaction avec RAS, qui aurait un rdle clé dans sa
phosphorylation.

RAF-1 activé interagit également avec la MAP kinase kinase MEKI, une
serine/thréonine/tyrosine kinase. RAS/RAF-1 et MEK pourraient former un complexe lorsque
RAS est activé (Moodie et al., 1993; Van et al., 1993). L’activation de RAS puis de RAF permet
la phophorylation de MEK1 et 2 (Alessi et al., 1994), les potentiels catalytiques de MEK1,2 sont
alors activés, la voie de signalisation poursuit son chemin.

A leur tour, les kinases MEK1,2 peuvent phosphoryler les MAP Kinases ERK1 et ERK2,
des sérine/thréonine kinases, sur deux résidus thréonines et tyrosines voisins (Crews and Erikson,
1992). La phosphorylation de ERK1,2 permet ’activation de leur potentiel kinase et leur
translocation dans le noyau (Lenormand et al., 1993).

En résumé, I’activation de la protéine RAS induit une cascade d’activation (RAS-RAF-
MEK-ERK) qui permet la propagation du signal, tel une course de relais, de la membrane
plasmique vers le noyau. Nous appellerons cette voie de signalisation la voie RAS-ERK (Figure
10).
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Les MAPK ERK1,2 activées sont capables de phosphoryler de nombreux substrats, dont
des cibles cytoplasmiques telles que RSK (Sturgill et al., 1988), et MNK (Waskiewicz et al.,
1997), mais aussi des cibles nucléaires comprenant des facteurs de transcription. Les kinases
ERK1,2 sont notamment capables de phosphoryler des facteurs de transcription appartenant a la
famille ETS, tels que ETS-2, POINTED P2, ELK-1, SAP-1, SAP-2, ELF, et TEL (pour revue
voir (Wasylyk et al., 1998), mais aussi d’autres facteurs de transcription, tels que FOS, MYC et
CREB (pour revue voir (Treisman, 1996). La phosphorylation de ces protéines influencera

positivement ou négativement leur capacité a réguler une activité transcriptionnelle.

(ii) Implication des kinases ERK dans les réponses
biologiques

Il a été montré que I’activation de MET induit la phosphorylation rapide de ERKI,2
(Ponzetto et al., 1994; Ponzetto et al., 1996). qui se prolonge au dela de quatre heures (Khwaja et
al., 1998; McCawley et al., 1999; Potempa and Ridley, 1998; Tanimura et al., 1998). Néanmoins,
comparativement a d’autres facteurs de croissance I’HGF/SF n’induirait la translocation nucléaire
que sur une faible proportion des kinases ERK1,2 (Tanimura et al., 1998).

L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de MEK1 (le PD98059) et la microinjection
d’une forme inactivée de MEKI, la kinase en aval de ERK, ont permis de démontrer que
P’activation des kinases ERK1-2 par MEK1 est nécessaire 3 la dispersion des cellules MDCK
induite par ’'HGF/SF. En fait, le processus est bloqué dés les étapes précoces d’étalement et de
pertes des jonctions adhérentes (Khwaja et al., 1998; Potempa and Ridley, 1998).

Les kinases ERKI1-2 sont capables de réguler I’activité de nombreux facteurs de
transcription. On peut donc raisonnablement émettre ’hypothése que ’activation des kinases
ERK1-2 serait nécessaire a la dispersion notamment grice a leur implication dans la régulation de
I’expression des génes. Par I’implication précoce que les kinases ERK1-2 semblent jouer sur
I’étalement et les jonctions, les auteurs n’excluent pourtant pas que ERK1-2 puissent avoir des
cibles cytoplasmiques (Potempa and Ridley, 1998).

De plus, toujours sur les cellules MDCK, I’inhibiteur pharmacologique de MEK1 empéche

également la formation de structures branchées induites par le HGF/SF. Comme pour la
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dispersion, ces résultats démontrent que I’activation des ERK est nécessaire a la morphogenése
de branchement.

La voie RAS-ERK, tout comme la protéine RAS elle-méme, est nécessaire aux réponses
biologiques induites par ’HGF/SF. Cependant, la protéine RAS est capable d’induire d’autres

voies en aval dont les implications ont également été évaluées.

(f) Les multiples casquettes de RAS

i) Les effecteurs de RAS

Aprés RAF-1, de nombreux autres partenaires de RAS ont été découverts. Il s’agit
notamment de protéines apparentées 2 RAF-1, de la sous-unité p110 de la PI3K, de la protéine
GAP", de la protéine Ral-GDS (facteur d’échange pour les petites protéines G Ral) ou de la
MAP kinase kinase MEKK1 ( pour revue voir (McCormick and Wittinghofer, 1996).

Les voies de signalisation liées & ces autres partenaires de RAS restent beaucoup moins
connu que la voie RAS-RAF-MEK-ERK. Pourtant, il est clair que 1’interaction RAS-RAF n’est
pas suffisante pour I’induction de toutes les réponses induites par RAS. En effet comme 1’ont
joliment démontré Joneson et ses collaborateurs, la surexpression d’une forme activée de RAS
dans des fibroblastes, induit a la fois la prolifération et des modifications de morphologie ; la
membrane plasmique acquiere une morphologie ridée. Une mutation ponctuelle de RAS (RAS
C40) a pour conséquence d’abolir la liaison avec RAF. Ce mutant est incapable d’induire la
prolifération, pourtant les modifications morphologiques sont toujours induites (Joneson et al.,
1996).

Les mémes auteurs vont plus loin, en montrant qu’une forme inactivée d’une autre petite
protéine G, la protéine RAC, abolit les modifications morphologiques induites par la forme
activée de RAS (Joneson et al., 1996). Bien que les mécanismes d’activation de RAC par RAS ne
soient pas clairs, il semble que l‘activation de RAC et de RAF soient indispensables pour
Pobtention de toutes les réponses induites par RAS. Par ailleurs, RAC est connu pour €tre
impliqué dans 1’organisation du réseau d’actine. Initialement il a été montré qu’une forme activée
de RAC est capable d’induire la formation de lamellipodes sur des fibroblastes. De plus, une
forme inactivée de la protéine inhibe ce phénotype lorsque par exemple il est induit par le PDGF

(Ridley et al., 1992).
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Figure 10: Représentation hypothétique des voies de signalisation en aval de
RAS et de leur implication dans la dispersion des cellules MDCK induite par
I'HGF/SF.

Le symbole @@ indique que la dispersion est abolie suite & I'inhibition des voies de
signalisation en aval de la protéine. Les modules de kinases sont indiqués a gauche.
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(if) Implication de RAC dans les réponses biologiques

La micro- injection de la forme inactivée de RAC (RAC N17 incapable de lier le GTP) dans
les cellules MDCK a été réalisée en paralléle & la micro-injection de RAS (Potempa and Ridley,
1998; Ridley et al., 1995). En premier lieu, les résultats démontrent que RAC est nécessaire a la
réorganisation du réseau d’actine induit par I'HGF/SF. D’autre part, I’étalement induit par une
forme activée de RAS est également inhibé par RAC N17, démontrant ainsi que RAC joue son
role en aval de RAS.

Ces résultats, mis en relation avec les capacités de la protéine RAC a réguler I’organisation
du réseau d’actine, permettent aux auteurs de proposer un modéle dans lequel RAS conduit a
’activation de RAC, qui régulerait I’organisation du réseau d’actine et I’étalement. D’autre part,
RAS induirait Pactivation des kinases ERK qui, par leur potentialité a réguler ’activité de
facteurs de transcription, favoriseraient la transcription de génes et la néo-synthéses de protéines,

qui seraient également nécessaires a la dispersion (Figure 10).

(ili) RAC est a la base d’une cascade de kinase proche de la

cascade RAS

Outre son rdle dans la réorganisation du cytosquelette, la petite protéine G RAC est
¢galement capable d’activer une cascade de kinases, dont I’organisation séquentielle est trés
proche de la cascade RAF~MEK—ERK. Il s’agit de la cascade MEKK—MEK4,7—JNK1,2, la
MAP kinase JNK étant capable de phosphoryler le facteur de transcription JUN (Figure 10).
Initialement, il a été montré que les kinases JNK sont activées par des stress variés (radiation, uv,
choc osmotique, cytokines inflammatoire, etc.) (Dérijard et al.,, 1994). Bien que le niveau
d’activation est moins important que suite & des stimulations par les stress, les facteurs de
croissance tels que EGF ou le NGF sont également capables de les activer. De plus, il a été
montré que 'induction de JNK par le NGF ou I’EGF est inhibée par une forme inactivée de RAS,
suggerant que la protéine RAS est nécessaire a ’activation de la cascade JNK (Minden et al.,
1994). Néanmoins les étapes suivantes ne sont pas totalement élucidées.

L’HGF/SF semble lui aussi capable d’activer cette cascade, puisqu’il induit ’activation de

la kinase JNK (McCawley et al., 1999; Rodrigues et al., 1997). TPR-MET, la forme oncogénique
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de MET apporte quelques informations sur les mécanismes d’activation de la cascade JNK. En
effet, une forme inactivée de RAC inhibe I’activation de JNK et la transformation induite par
TPR-MET (Rodrigues et al., 1997). En revanche, I’'implication de la cascade JNK, lors de la

dispersion ou la morphogenése, n’est pas connue.

(2) RAS est-il suffisant pour induire la dispersion ou la morphogenése ?

La protéine RAS est capable d’induire I’activation de nombreuses voies de signalisation qui
sont nécessaires a la dispersion et la morphogenese des cellules épithéliales induites par
I’HGF/SF. Pour autant, on peut se demander si RAS a les capacités suffisantes pour induire seule
ces réponses biologiques.

Les résultats expérimentaux sur ce sujet semblent contradictoires. Les expériences les plus
anciennes montrent que des cellules MDCK transformées par le virus murin du sarcome de
Harvey, exprimant une forme activée de RAS, acquiére un phénotype dissocié dit
« fibroblastoide » (Behrens et al., 1989). Dans cette expérience, I’expression de RAS activée est
constitutive, ce qui ne permet pas d’étudier I’influence de son activation alors que les cellules
sont encore associées. Dans ces conditions, on peut penser que c’est plutét I’incapacité des
cellules a s’associer qui est mise en évidence.

Des expériences plus récentes, utilisant la technique de microinjection, permettent d’étudier
I’influence de la surexpression d’une forme activée de RAS (RAS V12, liant de fagon constitutive
le GTP), alors que les cellules sont encore en flots. Ces conditions expérimentales semblent plus
proches de la dispersion induite par ’HGF/SF. Les résultats démontrent que la microinjection de
RASV12 induit I’étape précoce d’étalement des ilots, mais que les cellules restent jointives. En
fait, RAS V12 induit la perte des jonctions adhérentes assurées notamment par le complexe E-
cadhérine/B-caténine. En revanche, les jonctions serrées et les jonctions adhérentes assurées par
les desmosomes ne sont pas altérées. Les auteurs concluent que RAS activé n’est pas suffisant, a
lui seul, pour induire le phénotype complet de dispersion. Il existerait donc d’autres voies de
signalisation qui coopéreraient avec RAS pour induire la dispersion.

Ainsi, les techniques de surexpression constitutives ne semblent pas adaptées pour étudier
I'influence d’une forme activée sur les effets biologiques. Elles présentent pourtant 1’avantage de

permettre 1’étude des voies en aval. Par exemple, alors que pour la morphogenese, I’expression
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inductible d’une forme activée de RAS, n’a pas été réalisé, sa surexpression constitutive apporte
tout de méme des informations intéressantes. En effet, a surexpression d’une forme activée de
RAS ou de RAF induit une croissance désorganisée des cellules en gel de collagéne, qui ne
permet pas la formation de structures branchées. De fagon surprenante, la reconstitution du
phénomene de morphogenése n’a pu étre obtenue qu’en surexprimant une forme activée de RAS,
tout en inhibant de fagon modérée 1’activation de la voie RAS-ERK par de faibles concentrations
d’inhibiteur de MEK1, alors que de fortes concentrations d’inhibiteur bloquent la morphogenése
(Khwaja et al., 1998). Ces résultats suggeérent que I’activation de la voie RAS-ERK est nécessaire

pour la morphogenése, mais a un niveau d’activation modérée.

2) SHC

(a) SHC est une protéine adaptatrice capable de recruter GRB2

SHC (pour « SH2-containing sequence ») a été clonée en 1992 par G. Pelicci et ses
collaborateurs, grace au criblage d’une banque d’ADNc humain avec une sonde représentative du
domaine SH2 de c¢-FEC (Pelicci et al., 1992). L’ ADNc isolé code deux protéines de 52 et 46 kDa,
qui proviennent de sites d’initiation de traduction distincts. Les deux isoformes présentent trois
domaines; un domaine SH2 situé en C-terminal, un domaine central CH1 (pour « collagen-
homology domaine 1 ») riche en résidus proline et glycine, et en N-terminal un domaine capable,
comme le domaine SH2, de reconnaitre des résidus tyrosines phosphorylés (domaine baptisé PTB
pour « phosphotyrosine- binding domain »). Une troisiéme isoforme de 66 kDa, issue d’un
épissage alternatif, posséde en N-terminal un domaine supplémentaire (Migliaccio et al., 1997).
Les trois isoformes de SHC sont capables, via leur domaine SH2 et/ou PTB, de se fixer aux
résidus tyrosines phosphorylés de nombreux récepteurs tyrosines kinases tels que le récepteur a
PPEGF, au NGF ou au PDGF ( pour revue voir (Bonfini et al., 1996).

L’activation de ces récepteurs tyrosines kinases corréle avec la phosphorylation de SHC sur
des résidus tyrosines. La phosphorylation majeure se situe sur le résidu Y’’VNV du domaine
CH1. Le résidu tyrosine phosphorylé permet a son tour la liaison au domaine SH2 de GRB2
(Salcini et al., 1994). Le complexe SHC-GRB2-SOS ainsi formé, permet in vitro, I’activation de
RAS (Pronk et al., 1994). SHC serait donc un adaptateur capable de former un pont entre les

récepteurs tyrosines kinases et le complexe GRB2-SOS.
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Figure 11: Recrutement du complexe GRB2/SOS par MET, directement
ou indirectement par SHC.
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Trois ans apres avoir mis a jour SHC, G. Pelicci et ses collaborateurs montrent que la
stimulation par I'HGF/SF, de cellules épithéliales issues d’un carcinome, induit sa
phosphorylation. De plus, des expériences de co-immunoprécipitation démontrent que le
récepteur MET interagit avec SHC via les deux tyrosines du site multisubstrat (Pelicci et al.,
1995). Ainsi, MET est capable de recruter le complexe GRB2-SOS, soit directement par le résidu
tyrosinel5, soit indirectement via SHC (Figure 11).

(b) Implication de SHC dans les réponses biologiques

Bien que la fonction de SHC semble redondante, son implication dans les réponses
biologiques induites par MET n’en est pas moins importante. En effet, la surexpression d’une
protéine SHC inactive, mutée sur le résidu tyrosine 317, réduit la motilité induite par L’HGF/SF
sur des cellules humaines d’adénocarsinome, alors que la forme sauvage la potentialise (Pelicci et
al., 1995).

3) PI3K

(a) Recrutement de la PI3K par le site multisubstrat

La premicére protéine découverte, interagissant avec les tyrosines 14 et 15 de MET, fut la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) (Ponzetto et al., 1993). La PI3K est formée de deux sous-
unités p8S5 et p110. La p85 est constituée de deux domaines SH2, d’un domaine SH3 et d’un
domaine iSH2 (inter-SH2), qui permet 1’association avec p110 qui porte I’activité Kinase. C’est
I’association p85/p110 qui induit I’activation catalytique de la PI3K. La p85 interagit, via ses
domaines SH2, avec les tyrosines phosphorylées de nombreux récepteurs tyrosines kinases. Les
domaines SH2 de la p85 reconnaissent notamment les tyrosines phosphorylées suivies d’une
séquence consensus YXXM. La découverte de I’interaction de la p85 avec MET permet de
définir un motif original reconnu par les domaines SH2 de la p85, puisque les tyrosines 14 et 15
de MET sont suivies d’une séquence YVXV (Ponzetto et al., 1993).

La PI3K activée est capable de phosphoryler les phosphatidylinositides (PtdIns) en position
3 de leur cycle aromatique, permettant, selon 1’état de phosphorylation des PtdIns, la formation de

PtdIns 3-P, PtdIns 3,4-P, ou PtdIns 3,4,5-P,. Les effecteurs de la PI3-K ne sont pas clairement
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définies. Cependant, P’activité de la PI3-K semble nécessaire pour I’activation d’autres protéines
telles que AKT ou la S6 kinase ™" (Vanhaesebroeck et al., 1997). D’autre part, RAS-GTP est
capable de s’associer a la p110, suggérant que la PI3K est un effecteur de RAS (Rodriguez-
Viciana et al., 1994).

(b) Implication de la PI3K dans la dispersion et la morphogenése; Dialogue
PI3K/RAS

Les inhibiteurs pharmacologiques de la PI3K, tels que la wortmannine et le LY294002, ont
permis une véritable explosion sur la connaissance des implications de cette protéine dans les
réponses biologiques. L’HGF/SF a également largement bénéficié de 1’efficacité de ces
inhibiteurs et les résultats obtenus ont été déterminants. En effet, 1’utilisation de ces inhibiteurs a
montré que I’activité de la PI3K est requise a la fois pour la dispersion (dés I’étape d’étalement)

et a la morphogenése de branchement (Khwaja et al., 1998; Royal and Park, 1995).
D’autre part, les inhibiteurs de la PI3K réversent le phénotype dissocié induit par la
surexpression constitutive d’une forme activée de RAS (Khwaja et al., 1998), démontrant que la

PI3K est nécessaire aux effets induits par RAS.

(c) Les cibles de ]la PI3K
L’HGF/SF, via la PI3K, est capable d’activer notamment les kinases AKT et S6 kinase ™.

Bien que la rapamycine, un composé pharmacologique, soit capable d’inhiber 1’activité de la S6
kinase ™”°, ce composé est incapable d’inhiber la dispersion induite par ’HGF/SF (Royal and
Park, 1995). D’autre part, la surexpression de AKT ne permet pas de mimer les effets induits par
la PI3K (Khwaja et al., 1998). Ainsi, ces deux cibles de la PI3K ne semblent pas impliquées dans
les effets induits par ’HGF/SF sur les cellules MDCK.

Le PDGF est capable d’induire la formation de lamellipodes sur de nombreux types
cellulaires. De fagon intéressante, il a été montré que c’est 1’activation de la PI3K par le PDGF
qui est responsable de I’activation en relais de RAC, qui sera alors capable de réorganiser le
réseau d’actine. (Hawkins et al., 1995). Bien que cette relation n’ait pas encore €té établie dans le
cas de ’HGF/SF, il est attractif d’imaginer que la PI3K activée par 'HGF/SF puisse activer
RAC.
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(d) RAS, PI3K et morphogenése

Pour la morphogenése de branchement, les résultats obtenus par Khwaja et ses
collaborateurs permettent de préciser un peu plus les mécanismes. Comme nous 1’avons vu, la
surexpression d’une forme activée de RAS n’induit la formation de structure branchée que si la
voieRAS-ERK est légérement inhibée. La formation de branchement a également été obtenue par
la surexpression de forme activée de RAS, dont une mutation ponctuelle (RAS C40) inhibe
I’activation de la voie RAS-ERK. En revanche, un mutant de RAS incapable d’activer la PI3K
(RAS G37) perd toutes ses capacités. Ainsi, la morphogenése induite par RAS serait directement
liée a ses capacités d’activation de la PI3K (Khwaja et al., 1998).

En résumé, la PI3K peut &tre activée soit par le recrutement a la membrane via MET soit
suite a ’activation de RAS. La PI3K et RAS sont tous deux indispensables pour la dispersion et
la morphogenése induites par I’HGF/SF. Pour la morphogenése de branchement, le niveau
d’activation des voies jouerait un role capital; activation forte pour la PI3K et activation modérée

A pour la voie RAS-ERK.

4) SRC

(a) Recrutement de SRC est par le site multisubstrat

La protéine SRC a été identifiée initialement grice au virus oncogénique du sarcome de
Rous, qui permet I’expression d’une forme transformante de la protéine (Stehelin et al., 1976). La
protéine SRC est constitué¢e d’un domaine SH2, SH3 et SH4 (SH pour SRC homology domain) et
d’un domaine portant une activité tyrosine kinase. Le domaine SH2 permet a SRC de reconnaitre
les tyrosines phosphorylées de nombreux récepteurs tyrosines kinases. Sur le récepteur MET, le
domaine SH2 de SRC reconnait les tyrosines phosphorylées 14 et 15 du site de liaison
multisubstrat (Ponzetto et al., 1994).

Apres stimulation par des facteurs de croissance, SRC est capable de phosphoryler de

nombreux substrats sur des résidus tyrosines. La kinase a notamment pour cible de nombreuses
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protéines du cytosquelette telles que la « focal adhesion kinase » (FAK), I’Ezrine ou la B Catenine

ou d’autres enzymes telles que la PI3K ou SHP-2 (pour revue voir (Thomas and Brugge, 1997).

(b) SRC et PHGF/SF dispersent les cellules MDCK par des mécanismes
différents

Deés 1989, Behrens et ses collaborateurs montrent que le virus de Moloney, exprimant une
forme activée de SRC, induit un phénotype dissocié sur les cellules MDCK (Behrens et al.,
1989). Plus tard, un systtme d’expression inductible de la protéine, toujours dans les cellules
MDCK, précise le résultat ; 1’expression induite d’une forme activée de SRC provoque la
dispersion des cellules organisées en ilot en moins d’une heure (Behrens et al., 1993). Ainsi, de
fagon surprenante et contrairement & RAS ou la PI3K, il semble que SRC soit capable a Iui seul
d’induire la dispersion a partir de cellules épithéliales organisées en ilot. Néanmoins, 4 I’inverse
de la dispersion induite par I’HGF/SF, celle induite par SRC ne semble pas étre dépendante de la
néo-syntheése de protéines. En effet, le processus ne nécessite pas plus d’une heure. De plus, alors
que la dispersion induite par I’HGF/SF est bloquée par un inhibiteur de la synthése protéique, la
dispersion induite par SRC ne ’est pas (Boyer et al., 1997). Les auteurs suggérent que SRC
pourrait étre impliqué dans la dispersion grace a ses capacités a induire la réorganisation du

réseau d’actine et la perte des jonctions intercellulaires.
La dispersion induite par ’EGF est inhibée par 1a microinjection d’une forme inactivée de
SRC. (Boyer et al., 1997) Bien que pour la dispersion induite par ’HGF/SF ces expériences n’ont
pas été réalisées, il est probable que SRC joue également un role déterminant lors des processus
de dispersion. D’autre part, il semble que SRC soit en aval de RAS, puisque la microinjection de
la forme inactivée de SRC inhibe la dispersion induite par la surexpression constitutive d’une

forme activée de RAS.

5) STAT3

(a) Protéine de signalisation et facteur de transcription

De nombreux récepteurs de cytokines, ne possédent pas d’activité kinase intrinséque, mais

sont capables de s’associer a des protéines ayant une activité tyrosine kinase. Ces kinases
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associées, baptisées JAK pour « janus kinase » ou « just another kinase », sont au nombre de
quatre et comprennent TYK2 et JAK1, 2 et 3. L’oligomérisation des récepteurs induite par les
cytokines permet le rapprochement des kinases JAK et ’activation de leur potentiel tyrosine
kinase. Les JAK sont alors capables de phosphoryler les récepteurs sur des résidus tyrosines qui
serviront de sites de recrutement. Les protéines STAT, au nombre de six, possédent un domaine
SH2 qui leur permet de se lier sur ces résidus tyrosines phosphorylés. De plus, les protéines
STAT sont elles mémes phosphorylées par les JAK. Les STAT phosphorylées peuvent alors se
dimériser et sont transloquées dans le noyau ou elles peuvent réguler la transcription de génes
possédant des sites de liaisons spécifiques pour ces facteurs. Les STAT pour « signal transducers
and activators of transcription » tirent leur nom de leur double compétence.

Les récepteurs tyrosines kinases sont également capables de transmettre des informations
via les protéines STAT. Par exemple, ’activation du récepteur a I’EGF induit la phosphorylation
rapide de JAK1 et STAT 1, 3 et 5. Cependant, les mécanismes d’activation semblent différents de
ceux utilisés par les récepteurs des cytokines. En effet, 1’autophosphorylation des récepteurs a
activité¢ tyrosine kinase conduit a la phosphorylation de résidus tyrosines, qui permettent le
recrutement des STAT sans qu’il y ait nécessité d’une intervention des kinases JAK (pour revue

voir (Leaman et al., 1996).

(b) STAT3 semble étre recrutée par le site multisubtrat

STATS3 est la derniere protéine identifiée appartenant aux voies de signalisation induites par
le récepteur MET En 1997, une premiére publication indique que, dans des hépatocytes en
culture, ’HGF/SF induit la phosphorylation de la protéine STAT3 apres 5 a 7 heures de
traitement (Schaper et al., 1997). La cinétique d’activation est alors trés éloignée de 1’activation
rapide des protéines STAT induite par les cytokines (de I’ordre de la minute). L’année suivante,
I’équipe de P. Comoglio démontre, cette fois dans les cellules épithéliales MDCK, que 'HGF/SF
induit la phosphorylation de STAT3 et sa translocation dans le noyau, aprés 15 minutes de
traitement. De plus, ’HGF/SF induit la liaison des protéines STAT3 sur un oligonucléotide
correspondant a sa séquence de reconnaissance spécifique, et induit la transactivation d’un
promoteur contenant ces éléments de réponse. Enfin, STAT3 est capable de se lier au récepteur

MET activé et cette liaison est inhibée par un peptide phosphorylé, mimant la tyrosine 15 et son
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environnement en acides aminés, suggérant que le site de liaison multisubstrat est responsable du

recrutement de STAT3 (Boccaccio et al., 1998).

(c¢) Spécificité d’action sur la morphogenése de branchement

Comme nous 1’avons vu, pour connaitre I’implication d’une protéine lors de réponses
biologiques, les auteurs cherchent a interférer avec son activité. Pour se faire, il est possible
d’utiliser des formes inactivées de la protéine ou des inhibiteurs pharmacologiques. Pour
interférer avec 1’activité de la protéine STAT3, I’équipe de P. Comoglio a utilisé un systeme de
peptides inhibiteurs phosphorylés. Le peptide phosphorylé GY®IKTE issu de STAT3 mime le
motif reconnu par le domaine SH2, qui permet la dimérisation et la translocation dans le noyau
des protéines STAT3. De tels peptides permettent d’inhiber par compétition la dimérisation des
protéines STATS3 et ainsi d’inhiber leur activité (Boccaccio et al., 1998).

Les cellules MDCK, électroporées en présence de tels peptides, sont incapables d’élaborer
des structures branchées en gel de collagéne. En revanche, la dispersion n’est pas perturbée. Par
opposition, un peptide Y®VNV, mimant I’environnement de la tyrosine phosphorylée 15, bloque
a la fois la dispersion et la morphogenése (Boccaccio et al., 1998). La protéine STAT3 semble
donc étre spécifiquement impliquée dans la morphogenése de branchement et mérite son
classement dans les effecteurs morphogenes. Cette expérience montre, pour la premiere fois, que
I’inhibition de 1’activation d’un effecteur de MET permet 1’abolition de la morphogenése, sans
perturber la dispersion. Ces résultats impliquent que la dispersion et la morphogenése nécessitent

au moins en partie des voies de signalisation spécifiques.

6) GABI

(a) Premier effecteur de MET découvert par la technique de double hybride

L’interaction GABI/MET a été mise a jour, non plus en vérifiant I’interaction de deux

protéines déja connues, mais dans une recherche systématique des protéines associces a MET.
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Figure 12: Interaction de 1'adaptateur GAB1 avec MET et GRB2, et
recrutement en relais des protéines PI3K, PL.Cy et SHP2
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Pour ce faire, M. Weidner et ses collaborateurs ont utilisé le systéme du double hybride.
L’hamegcon a été une protéine de fusion constituée de la partie intracellulaire du récepteur MET et
de la protéine LEXA, qui permet la dimérisation des domaines intracellulaires de MET. Ceux-ci
sont alors activés et peuvent par conséquent recruter des effecteurs. De fagon convaincante, la
recherche en double hybride a permis le clonage de I’ADNc de partenaires de MET déja
identifiés, telles que GRB2 et la PI3K. De plus I’équipe a isolé un ADNc codant une protéine
d’environ 110 kDa. Cette interaction est perdue quand les tyrosines 14 et 15 de la partie C-
terminale ont été mutées, suggérant une fois de plus I’implication du site multisubstrat pour le
recrutement (Weidner et al., 1996).

L’ADNCc isolé par M. Weidner est identique a celui découvert peu de temps avant par
Holgado-Madruga et ses collaborateurs (Holgado et al.,, 1996). Il s’agit de I’ADNc codant la
protéine GAB1 (pour « GRB2-associated binder-1 ») cloné a partir d’une banque d’expression,
criblée avec une protéine GRB2. GABI1 partage de nombreuses homologies en acides aminés
avec IRS1 (insuline-receptor substrat 1), une protéine adaptatrice phosphorylée suite a
I’activation du récepteur a I’insuline et capable de recruter en relais des protéines a domaine SH2.

M. Weidner et ses collaborateurs ont également identifié le domaine de GAB1 responsable
de I’interaction avec les tyrosines de I’extrémité C-terminale de MET. Il s’agit d’un nouveau
domaine, qui comme les domaines SH2 et PTB est capable de reconnaitre des motifs contenant
une tyrosine phosphorylée, ce domaine a été baptis¢ MBD pour « MET binding domain ». GAB1
possede également un domaine PH, qui permet la localisation de la protéine a la membrane
plasmique (Maroun et al., 1999; Weidner et al., 1996).

Suite a I’identification de GABI, les équipes en orbite autour de MET ont précisé les
interactions GAB1/MET et ont exploré les voies de signalisation en aval. En fait, il semble que la
liaison de GABI1 sur MET soit conditionnée par une association préalable entre le domaine MBD
de GABI, contenant des régions riches en proline, et le domaine SH3 de GRB2 : la fixation du
domaine SH2 de GRB2 sur la tyrosine 15 favoriserait la liaison de GABI1 sur la tyrosine
supérieure 14 (Bardelli et al., 1997; Maroun et al., 1999; Nguyen et al., 1997). Suite a son
recrutement par MET, GAB1 est phosphorylé sur des résidus tyrosines (Weidner et al., 1996).
Trois protéines a domaine SH2 (PLCy, PI3K et SHP2) sont capables d’interagir avec ces
tyrosines phosphorylées (Bardelli et al., 1997). Il semble donc que GABI soit une protéine
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adaptatrice capable de se lier au récepteur MET et de recruter en relais d’autres protéines de

signalisation (Figure 12).

(b) Implication spécifique de GAB1 dans la morphogenése ?
De fagon a déterminer le réle de GAB1 dans les cellules MDCK, M. Weidner et ses

collaborateurs ont surexprimé une forme tronquée de la protéine constituée uniquement du
domaine MBD, nécessaire a la liaison sur le récepteur MET. La surexpression du domaine MBD,
dans les cellules MDCK, bloque totalement le processus de morphogeneése et inhibe fortement la
dispersion induite par ’'HGF/SF, démontrant le réle crucial joué par GABI1. De plus, la protéine
entiere induit un phénotype dissocié et la morphogenése de branchement, ce qui n’était a priori
pas attendu pour une protéine adaptatrice dont 1’activité est dépendante des phosphorylations
induites par des kinases en aval (Weidner et al., 1996).

Cependant, ces résultats n’ont pas été reproduits par I’équipe de M. Park, qui montre que la
surexpression de GAB1, dans les cellules MDCK, ne modifie pas les phénotypes (Maroun et al.,
1999). A défaut d’explication plus claire, les auteurs attribuent cette contradiction importante, a la
différence de sensibilité possible entre les lignées de cellules MDCK et/ou la difficulté a
quantifier efficacement les phénotypes.

Quoi qu’il en soit, 1’absence de phénotype suite a la surexpression de GAB1 a conduit
I’équipe de M. Park a aller plus loin. L’utilisation de chiméres CSFR-MET avait permis de
montrer que la mutation du résidu tyrosine 15, ou la mutation du résidu aspartique situé deux
acides aminés plus loin (induisant la perte spécifique du recrutement de GRB2) ne permettait plus
la morphogenese de branchement, alors que la dispersion était conservée (Fournier et al., 1996).
Or, dans des cellules MDCK surexprimant GAB1, ces chimeres CSFR-MET sont de nouveau
capables d’induire la morphogenése de branchement (Maroun et al., 1999). En fait, lorsque GRB2
ne peut plus se lier au récepteur, GAB1 n’interagit avec MET que via la tyrosine 14, ce qui a pour
conséquence de diminuer fortement son interaction avec MET (Nguyen et al., 1997). Les auteurs
proposent que dans ces conditions, 1’activation de GAB1 n’est plus suffisante pour induire la
morphogenese. En fait, la surexpression de GAB1 forcerait son interaction avec la tyrosine 14 ; la
quantit¢ de protéine GAB1 activée serait alors de nouveau suffisante pour permettre la

morphogenese.
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Il semble donc que GAB1 soit nécessaire pour la morphogenése de branchement induit par
I’HGF/SF. Pour autant, peut-on classer GAB1 parmi les « facteurs morphogeénes » au méme titre
que STAT3 ? Tout d’abord, il semble que GAB1 ne soit pas spécifiquement impliqué dans la
morphogenése, puisque la surexpression du domaine MBD a des conséquences a la fois sur la
dispersion et la morphogenése. De plus, GAB1 est un adaptateur capable de recruter des
protéines, comme la PI3K, dont I’implication dans la dispersion et la morphogenése est déja
avérée. Il semble donc plus prudent de considérer que GABI1 favorise, de maniére générale,
’activation des voies de signalisation en aval de MET.

GABI1 ne possede pas d’activité enzymatique intrinséque, ces capacités sont dues a ses
fonctions d’adaptateur. Ce fait souligne, comme pour SHC, I'importance d’une telle fonction
pour I’induction correcte des voies de signalisation. Dans le cas particulier du récepteur MET, le
role de ces adaptateurs pourrait étre encore plus important. En effet, le récepteur MET recrute de
nombreux effecteurs sur une région trés restreinte. La mise en jeu d’adaptateurs, capables a eux
seuls de lier sur différentes tyrosines de multiples protéines (PI3K, SHP2, PLCy), pourrait alors

étre essentielle pour une activation efficace de ’ensemble des voies de signalisation.

7) Les autres partenaires de MET

(a) L’implication de la PLCy, de SHP-2, ou de NCK n’est pas élucidée

Pour certains partenaires de MET, la perturbation de leur activité n’a pas modifi¢ les
réponses biologiques observées. C’est le cas pour la PLCy qui est recrutée par les résidus
tyrosines de la partie C-terminale de MET et par GABL1. Le U-73122, un composé
pharmacologique, capable d’interférer avec l’activité de la PLCy, est incapable d’inhiber la
dispersion des cellules MDCK induite par I’HGF/SF (Royal and Park, 1995). Pour autant, il serait
imprudent de conclure que la PLCy ne joue aucun rdle. En effet, il serait par exemple intéressant
d’utiliser le méme mnhibiteur lors de la morphogené¢se de branchement.

Pour d’autres effecteurs, leur role dans les réponses biologiques n’a tout simplement pas
encore été publié. Il s’agit notamment de la phosphatase SHP-2 ou encore de la protéine NCK,
une protéine apparentée & GRB2 dont l’interaction avec MET n’a été relatée qu’une fois

(Kochhar and Iyer, 1996).
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(b) BAGI1 et PTP-S ne sont pas recrutés par le site multisubstrat

() La protéine BAG1 et la protection de ’apoptose
Tout comme GABI1 (attention ne pas confondre GAB1 et BAG1), I’interaction MET-BAG1

a été mise a jour par une recherche systématique des protéines associées a MET. La liaison MET-
BAGI1 a été révélée par ’hybridation d’une protéine recombinante marquée, constituée de la
région intracellulaire de MET, sur une banque d’expression issue d’un embryon de souris
(Bardelli et al., 1996).

En fait, BAG1 a été également cloné un an plus tot par une autre équipe, grace a son
interaction avec la protéine BCL2 (Takayama et al., 1995). De plus, il a été initialement montré
que BAGI coopere avec BCL2 pour protéger de I’apoptose. Cependant, les mécanismes
permettant cette protection par BAG1 ne sont pas encore définis.

C’est une région située en C-terminale de BAG1 qui est responsable de la liaison sur MET.
En revanche, les sites de la partie intracellulaire de MET, nécessaires a 1’interaction, ne sont pas
connus. Cependant, il a été établi que la phosphorylation de MET n’est pas requise pour la
fixation et que ni la région contenant les résidus tyrosines phosphorylés 8 et 9, ni celle contenant
les tyrosines 14 et 15 ne sont capables d’interagir avec BAGL1 in vitro. Néanmoins, 1’interaction
MET-BAGI est modulable puisque le processus d’apoptose favorise la liaison de BAG1 sur le
récepteur (Bardelli et al., 1996).

Sur les cellules MLP-29 (des cellules embryonnaires de foie), ’HGF/SF protége de
I’apoptose induite notamment par la staurosporine. Dans ces cellules, la surexpression de BAG1
permet d’augmenter la protection de l’apoptose induite par I'HGF/SF, suggérant que les

propriétés anti-apoptotiques de MET sont li¢es a cette protéine (Bardelli et al., 1996).

(ii) La phosphatase PTP-S
Des 1993, il était établi que Dactivation de MET corr¢lait avec D’activation d’une
phosphatase, qui semblait associée au récepteur (Villa-Moruzzi et al., 1993). A 1’époque, ni
I’identité, ni la localisation du site de fixation de la phosphatase sur MET n’étaient connu.

Quelques interrogations ont récemment €té levées.
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En effet, il a été montré que 1’activité phosphatase associée a MET est dépendante d’une
quinzaine d’acides aminés (995-1009), situés dans la partie juxtamembranaire. De plus, des tests
in vitro, démontrent qu’un peptide de synthése reproduisant la séquence autour du résidu tyrosine
2 (position1003) inhibe fortement I’activité phosphotase associée au récepteur. Par la méme
approche, il a également été démontré que I’activité phosphatase associée 8 MET ne requitre pas
la présence de la tyrosine 2, alors que les résidus flanquants sont nécessaires (Villa-Moruzzi et al.,
1998).

Ensuite, par des purifications biochimiques, les auteurs ont repéré des fractions protéiques
ayant une activité phosphatase. Les protéines d’une des fractions ont ét€¢ reconnues par un
anticorps dirigé contre la phosphatase PTP-S (Villa-Moruzzi et al., 1998). Ainsi, il semble que le
récepteur MET soit capable de lier la phosphatase PTP-S, par quelques acides aminés situés entre
la position 999 et 1007.

Jusqu’a présent, aucun résultat ne fait état du role joué par cette phosphatase dans la
signalisation de MET. Pourtant ces résultats nous en rappellent d’autres. En effet, M. Weidner et
ses collaborateurs ont montré que la mutation du résidu tyrosine 2, ou des résidus entourant la
tyrosine, provoque 1’aquisition d’un phénotype dissocié sur les cellules MDCK (Weidner et al.,
1995). Les auteurs ont proposé, que la tyrosine et la séquence ’entourant pourraient lier une
protéine capable de réguler négativement la signalisation en aval de MET. Ainsi, I’absence de
fixation de cette protéine aurait pour conséquence d’activer les voies en aval de MET, ce qui
provoquerait 1’obtention du phénotype dissocié. Il est tentant d’imaginer que cette protéine
hypothétique soit PTP-S. Pourtant il faut rester prudent, ne serait-ce que parce que PTP-S ne
semble pas avoir besoin de la tyrosine 2 pour se lier au récepteur, alors que le phénotype dissocié

est obtenu avec la mutation de ce résidu.

Conclusion
L’HGF/SF est un facteur de croissance d’origine mésenchymateuse dont le récepteur
specifique, le récepteur tyrosine kinase MET, est présent majoritairement sur les cellules
d’origine épithéliale. 'HGF/SF et MET sont nécessaires & la mise en place de structures
épithéliales durant le développement et sont impliqués dans la régulation ’homéostasie de tissus

épithéliaux chez 1’adulte.



Réponses biologiques

Figure 13: Effecteurs de MET nécessaires a la transduction du signal
Le symbole @ indique que la dispersion et/ou la morphogenése sont
pertubées par l'inhibition des voies en aval de la protéine. Le point
d'interrogation indique que lI'implication reste a découvrir.
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Le récepteur MET, activé par ’HGF/SF, est & Porigine de D’activation de voies de
signalisation intracellulaires. C’est I’intégration par la cellule des informations médiées par ces
voies de signalisation qui permettra les réponses biologiques. Certaines étapes sont nécessaires au
cheminement de I’information. Il s’agit d’abord du récepteur MET lui méme, dont I’activité
tyrosine kinase et les résidus tyrosines 14 et 15, responsables du recrutement de nombreuses
protéines cytoplasmiques, jouent un rdle crucial pour 1’obtention des réponses biologiques. De
nombreuses protéines, impliquées tres tot dans la transmission de 1’information, sont également
nécessaires. Il s’agit des adaptateurs SHC et GABI, il s’agit encore des protéines RAS, PI3K,
SRC ou STATS3 (Figure 13).



Résultats

et Discussion
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RESULTATS

Premiére partie: Mise en place d’un modéle de signalisation pour Pactivation

transcriptionnelle d’éléments de réponse a RAS, par PHGF/SF

L. Introduction

Le laboratoire a largement contribué a la description du patron d’expression de ETSI,
notamment durant I’angiogenése et lors des interactions épithélium/mésenchyme, au cours du
développement ou lors de processus pathologiques. De maniére générale, ces résultats ont montré
que la plupart des tissus épithéliaux n’expriment pas ETS1, alors que les mésenchymes adjacents
I’expriment. Cependant, une expression de ETS1 est détectée dans les cellules épithéliales quand
elles subissent des transitions épithélium/mésenchyme.

En effet, alors que les transcrits de ETS1 ne sont pas détectés dans les structures épithéliales
cohésives, leur expression est induite lorsque les structures se dissocient et que les cellules
d’origines épithéliales migrent. Deux exemples caractéristiques illustrent I’induction de
I’expression du facteur de transcription ETS1 au cours des processus de transitions
épithélium/mésenchyme: (i) lorsque la partie ventrale des somites se dissocie pour former le
sclérotome; (ii) lorsque des cellules de la créte neurale, issues du tube neural, se dissocient et
migrent pour participer a la mise en place de nouvelles structures.

Sur les cellules épithéliales MDCK, I"HGF/SF est capable d’induire la dispersion des
cellules organisées en ilot ; les cellules acquiérent un phénotype de cellules mésenchymateuses.
Cette dispersion obtenue in vitro, se rapproche des transitions épithélium/mésenchyme observées
durant le développement. Ainsi, il semblait intéressant de décrire, sur ce modele cellulaire,
I’expression de ETS1 durant ce processus. En fait, les transcrits de ETS1 ont été détectés dans les
cellules MDCK en cours de dispersions induites par ’HGF/SF. De plus, I’expression de ETS1
correle avec I’expression de I'uPA et de la collagénase 1, dont les promoteurs contiennent des
sites EBS fonctionnels, suggérant une implication du facteur de transcription dans la régulation
de I’expression de ces génes. Ces résultats sont présentés dans la premiére partie de la premicre

publication.
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Lors de mon arrivée dans le laboratoire, nous avons cherché a évaluer, dans les cellules
MDCK stimulées par ’HGF/SF, I'implication fonctionnelle de ETS1, notamment dans la
régulation de 1’expression de génes de protéases. Pour obtenir ces données, nous avons transfecté
transitoirement dans les cellules MDCK, des genes indicateurs sous le contrdle de promoteurs
contenant des sites EBS (notamment les promoteurs de 'uPA et de la collagénase 1) et des
formes inactivées de ETS1, mais aussi des formes inactivées ou activées d’autres protéines,
pouvant appartenir a la signalisation de I’HGF/SF. Les résultats engendrés par ce travail ont
permis de mettre en place un modele de signalisation pour 1’activation transcriptionnelle
d’éléments de réponse a RAS par I’'HGF/SF, et ont logiquement pris place dans la deuxieme

partie de la premiere publication.



56

II. Publication 1

Titre : The Etsl transcription factor is expressed during epithelial-
mesenchymal transitions in the chick embryo and is activated in scatter factor-
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Abstract
In embryos and in human tumors, the expression of the

ETS1 transcription factor correlates with the
occurrence of invasive processes. Although this was
demonstrated in cells of mesodermal origin, the
expression of ETS1 was not detected in epithelial cells.
In the present study, we show that during early
organogenesis in the chick embryo, ETST mRNA
expression was transiently induced in epithelial
structures, during emigration of neural crest cells and
dispersion of somites into the mesenchymal
sclerotome. In contrast, the expression of ETS1 was
not detected in situations where epithelial layers
stayed cohesive while forming a new structure, such
as the dermomyotome forming the myotome. The
involvement of ETS1 in epithelial cell dissociation was
examined in MDCK epithelial cells stimulated by
scatter factor/hepatocyte growth factor (SF/HGF), a
potent inducer of cell dissociation and motility. SF/HGF
was found to stimulate ETS1 mRNA and protein
expressions, and these increases coincided with the
dispersion of cells and the expression of protease
mRNAs, such as urokinase-type plasminogen activator
and collagenase, but not with the protease inhibitor,
plasminogen activator inhibitor type 1. Furthermore, we
showed that SF/HGF was able to induce a
transcriptional response involving ETS1 by using
artificial as well as cellular promoters, such as the
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urokinase-type plasminogen activator and collagenase
1 promoters, containing RAS-responsive elements with
essential ETS-binding sites. These data demonstrate
expression of ETS1 during epithelial-mesenchymal
transitions in the developing embryo and show that
ETS1 can act as a downstream effector of SF/HGF in
MDCK epithelial cells. Taken together, these data
identify ETS1 as a molecular actor of epithelial cell
dissociation.

Introduction
The proto-oncogene ETS1 is the cellular progenitor of v-ETS
and the founder member of a new family of transcription
factors, sharing a DNA-binding domain of ~83 amino acids
called the ETS domain, which recognizes specific nucleo-
tides sequences with a GGAA/T core sequence. During the
past few years, extensive investigations have led to a better
knowledge of the molecular structures and properties of the
ETS1 proteins, but their biological roles and the mechanisms
of their induction are still poorly understood (reviewed in
Refs. 1 and 2).

Analysis of ETS1 expression in developing embryos revealed
a broad pattern of expression (3-7), which suggests that this
gene may serve multiple functions during developmental pro-
cesses. In chicken and mouse embryos, ETST mRNAs were
detected in various mesodermal derivatives, such as endothe-
lial cells and mesenchymal cells. ETST is expressed in endo-
thelial cells of newly forming blood vessels during angiogenesis
(3) and in mesenchymal cells in the vicinity of epithelia when
epithelial-mesenchymal interactions occur, such as during
branching morphogenesis in the kidney and in the lung, or
during outgrowth of the limb bud (3-6). A similar pattern of
ETS1 expression was also observed during the stromal reaction
in human tumors, where ETST mRNAs accumulate in endothe-
lial cells and in fibroblasts surrounding invasive carcinomas of
various origins, but not in more distant fibroblasts and in epi-
thelial tumor cells (8, 9). These results revealed that ETS7 was
expressed in mesodermal derivatives during dynamic cellular
processes involving cell dissociation and migration and extra-
cellular matrix remodeling.

SF,* a soluble mesenchymal factor, was identified on the
basis of its ability to dissociate normal and malignant epi-

4 The abbreviations used are: SF, scatter factor; HGF, hepatocyte growth
factor; uPA, urokinase-plasminogen activator; EBS, ETS-binding site;
PAI-1, plasminogen activator inhibitor type 1; HTLV, human T-cell lym-
photropic virus; RRE, RAS responsive element; TIMP-1, tissue inhibitor of
metalloproteinase-1; MDCK, Madin-Darby canine kidney; GAPDH, glyc-
eraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase; CAT, chioramphenicol acetyi-
transferase.
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thelial cells in vitro, increasing their motility and invasiveness
(10). Further findings showed that SF is a multifunctional
growth factor. SF is identical to HGF, an independently char-
acterized mitogen, and behaves as an angiogenic factor
(reviewed in Ref. 11). On the basis of expression patterns of
SF/HGF in mouse and rat embryos (12, 13) and on studies
demonstrating that SF/HGF induces cell dissociation, prolif-
eration, and branching morphogenesis in a variety of epithe-
lial cell types (10, 14), it has been postulated that SF/HGF
helps to maintain epithelial-mesenchymal homeostasis. SF/
HGF binds the c-Met proto-oncogene receptor (15), which
contains in its intracellular portion a tyrosine kinase domain
and multiple phosphorylation sites involved in transmitting
cell signaling by SF/HGF (16-18). Following SF/HGF activa-
tion, the c-Met receptor is autophosphorylated and binds a
number of intracellular proteins (19-22). It is thought that
some of these proteins can transduce SF/HGF activation of
RAS, because SF/HGF increases the level of RAS bound to
GTP by stimulating guanine nucleotide exchange (23). A
dominant-negative mutant of RAS was found to prevent
motility induced by SF/HGF, indicating that RAS function is
essential for mediating the motility signal of SF/HGF trans-
duced by the c-Met receptor (24). However, little is known
regarding further downstream pathways and effectors fol-
lowing RAS activation by SF/HGF. One approach to deter-
mine the transcriptional targets of the RAS pathway has been
to identify the promoter elements that confer RAS-mediated
transactivation. These promoter elements contain binding
sites for the ETS and AP1 (FOS/JUN) transcription factors
(25) or ETS/ETS binding sites oriented head to head (26).
Initially identified in the polyoma virus enhancer, similar RAS-
responsive elements were subsequently identified in various
cellular promoters (27-30).

The aim of the present study was to investigate the in-
volvement of the ETS1 transcription factor during situations
of increased epithelial cell dissociation and motility. This was
done both in vivo by describing ETST expression during early
organogenesis and in vitro by investigating signal transduc-
tion of SF/HGF in MDCK epithelial cells. in the chick embryo,
we show that expression of ETST occurs in epithelial cells
during epithelial-mesenchymal transitions. In MDCK epithe-
lial cells, we show that expression and transcriptional activity
of ETS1 was stimulated by SF/HGF. These data identify
ETS1 as a molecular actor of epithelial cell dissociation and
extend the knowledge of ETS1 transcription factor being
involved in dynamic cellular processes.

Results

Expression of ETST mRNA during Somite Morphogene-
sis in the Developing Chick Embryo. In the vertebrate
embryo, the segmentation of the lateral plate results in the
formation of transient epithelial spheres, the somites, on both
side of the notochord. Then, under the influence of various
embryonic signals, the somites become patterned along the
rostro-caudal axis into a ventral mesenchymal component,
the sclerotome, and a dorsal epithelial component, the der-
momyotome. We investigated ETS7T mRNA expression in
chicken embryos with 32-35 pairs of somites because the
anterior to posterior progression of development allows ob-

servation of most stages of somite formation. ETS7 is ex-
pressed (Fig. 1, B and F) when ventral somitic epithelial cells
loose their junctions and scatter (Fig. 1A) to give rise to the
sclerotome (Fig. 1, D—F). The same results were observed
when somite formation was followed throughout develop-
ment, in embryos with 7, 10, and 20 pairs of somites (data
not shown). Later, the sclerotomal cells that have reached
the notochord area, where they will form the skeletal ele-
ments of the vertebrae and ribs, no longer express ETS7
(data not shown). In contrast, the dermomyotome, and its
derivatives the dermatome and the myotome, kept an epi-
thetial structure (Fig. 1, D and E) and did not express ETS7
(Fig. 1F). Longitudinal sections corroborated these results,
with homogeneous labeling of ETST in sclerotomal cells of
the somites (Fig. 1, H and /). The strong expression of ETS1
in the intersegmental spaces between the somites (Fig. 1, H
and /) corresponds to the expected expression of ETS7 in
endothelial cells (3). Finally, at a later stage of embryo de-
velopment, with 37-43 pairs of somites, ETS7 expression
was found to be induced, when the epithelial cells of the
dermatome dissociate and migrate under the ectoderm of
the forming dermis (data not shown). These results showed
the expression of ETS1 coincided with the scattering of the
epithelial structure of the somite and of the dermatome,
which correspond to situations of epithelial-mesenchymal
transitions.

Expression of ETST mRNA during the Scattering of
Neural Crest Cells in the Developing Chick Embryo.
Neural crest cells segregation from the neural epithelium is
another example of a conversion of epithelial cells into cells
displaying a mesenchymal phenotype. Transcripts encoding
the extracellular matrix protein tenascin were used as a
marker to map the migration pathways of neural crest cells
(81, 32). As shown in Fig. 1A, ETS7 was expressed both in
the dorsal part of the neural tube and in streams of emigrat-
ing neural crest cells, and this expression pattern superim-
posed with that of tenascin (Fig. 1, compare B and C).
Following segregation of neural crest cells, tenascin expres-
sion lined an early migratory pathway of neural crest cells
along the inner side of the somite vesicle (Fig. 1C) and
subsequent migratory pathways in the dorsal part of the
dermomyotome, in cell clusters in the lateral parts of the
sclerotome and in the dorsal part of the aorta (Fig. 1G) as
demonstrated previously (31, 32). High levels of ETST ex-
pression did not coincide with these pathways (Fig. 1, com-
pare B and C, and F and G) but rather corresponded to early
sclerotome individualization described above. In longitudinal
sections (Fig. 1, H~J), expression of ETST in sclerotomal cells
did not superpose with expression of tenascin within the
dermomyotome and the rostral part of the somites (Fig. 1,
compare / and J). Thus, the segregation and scattering of
neural crest cells from the neural epithelium correspond to
another example of epithelial-mesenchymal transition being
associated with ETS7 expression.

Expression of ETST mRNA during the Scattering of
MDCK Cells. Epithelial MDCK cells seeded at low density
grow as cell clusters. SF/HGF (10 ng/mi) caused scattering of
these cell clusters within 24 h, although it was not able to
induce cell proliferation, even after 5 days of culture (data not
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Fig. 1. Expression of ETS1 mRNA during epithelial-mesenchymal transitions in developing chick embryo. Sections from 32-35-somite embryos were
stained using the 13F4 antibody and counterstained using Hansen’s hematoxylin (A, D, and E) or hybridized with ETS1 (B, F, and /) or tenascin (C, G, and
J) probes. Sections B, C, F, G, H, |, and J were counterstained with Hoechst 33258, a DNA intercalating dye. a, aorta; d, dermomyotome; e, ectoderm; b,
forelimb bud; /a, intersegmental artery; m, myotome; n, notochord; nc, neural crest; nt, neural tube; s, somite; sc, sclerotome. The yellow and white colors
of the silver grains are photographic artifacts. Bars, 100 um. A-C, transverse sections at the level of the 32-35th somites. ETS1 mRNA (B) were abundant
in neural crest cells both before and during their emigration from the neural epithelium, and this pattern of expression coincided with that of tenascin (C)
that lines neural crest cell migration pathways (small arrows in A, 8, and C). ETS1 (B) was also expressed in the ventral part of the dissociating somite
(arrowheads), whereas tenascin (C) was expressed within the inner lateral part (stars) of the somites (compare A, B, and C). D-G, transverse sections at the
level of the 15-20th semites. In D and E, the myotome emerging from the dermomyotome is labeled with the 13F4 antibody. £ is a X2 enlarged view of
D, showing the mesenchymal structure of the sclerotome and the epithelial structure of the dermomyotome and of the myotome. F, although scattering
sclerotomal cells expressed ETS1, dermomyotomal and myotomal cells did not. Some neural crest cells still exhibit a weak ETS1 signal (small arrows in
B and F). Expression of ETS1 was also detected in the forelimb bud and within the aorta, as described previously (3, 53). G, tenascin transcripts detected
within the dermomyotome, the lateral parts of the sclerotome, and the dorsal part of the aorta (arrowheads) coincided with migratory pathways of neural
crest cells (31, 54); however, tenascin transcripts detected within the notochord did not coincide with these pathways (31). H-J, longitudinal sections. /, a
homogeneous ETS1 signal was detected in the sclerotome, whereas it was absent from the dermomyotome. The endothelial wall of intersegmental arteries
was intensively labeled (arrow, the lumen of an intersegmental artery; see text). In J, tenascin was detected both in the dermomyotome and in the rostral
haif of the sclerotome. The arrow, between ro and ca, indicates the rostro-caudal orientation.

shown). The scattering process induced by SF/HGF results Kinetic of Induction by SF/HGF of ETST mRNA and

in progressive changes of their organization, including rup-
turing of desmosomal components, such as desmoplakin
(Fig. 2, A and B). Using the in situ hybridization technigue,
we found that ETST mRNA was not detected in control cell
clusters (Fig. 2C) and that the presence of SF/HGF (10
ng/ml) resulted in an increased level of expression of ETS7
mRNA (Fig. 2D). Although in some experiments we found
a low level of ETS? expression in basal conditions, the
increased expression of ETS71 by SF/HGF was reproduc-
ibly observed. Interestingly, the ETS7 signal was higher at
the periphery of the cell islets where cells start to detach
from each other and to emigrate (Fig. 2D). These results
suggested that scattering of the cell clusters induced by
SF/HGF coincided with an increase in ETS7 mRNA ex-
pression.

Protein Expression. In a time course experiment we found
that addition of SF/HGF to MDCK cells resulted in a progres-
sive increase in ETST mRNA levels, which was detectable by
4 h and persisted up to 24 h (Fig. 3). The induction of ETS7
expression at 4 h coincided with the onset of cell dissociation
at the periphery of MDCK cell clusters (data not shown).
Because it is known that SF/HGF stimulates extracellular
proteolytic activity and that this effect may be related to the
induction of motility in MDCK cells (33), we examined the
expression of uPA and collagenase-1 mRNAs. The increased
accumulation of uPA and collagenase-1 mRNAs correlated
with the induction of ETST mRNAs, whereas the induction of
PAI-1 mRNAs occurred earlier (2 h) and returned to basal
levels by 8 h. The ability of SF/HGF to stimulate both ex-
pression of uPA and PAI-1, its inhibitor, appears to be a
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Fig. 2. Induction of ETS1 mRNA expression by SF/HGF in MDCK cells. MDCK cells were incubated with (+) or without () SF/HGF (10 ng/mi) for 8 h. At
this time, most of the cell islets treated with SF/HGF had undergone cell dissociation. A and B, cells were processed for immunofiuorescence using the
anti-desmoplakin antibody. The progressive disappearance of immunoreactivity from cellular junctions in SF/HGF-treated cells is shown (X 1200). C and
D, ETS1 mRNAs were detected with an antisense probe by in situ hybridization. Shown are dark-field illuminations of the cells to visualize silver grains, after

counterstaining with Hoechst 33258. C and D, X400.

consistent feature of growth factors inducing cell migration
(34).

The amount of synthesized ETS1 proteins was measured
by immunoprecipitation after 2, 4, and 8 h in the presence or
absence of SF/HGF (10 ng/ml; Fig. 4). A major band was
detected at a molecular weight of about M, 50,000 with the
ETS1 antiserum and was absent using its respective preim-
mune serum (data not shown). The size of this M, ~50,000
protein band corresponds to the one of the previously de-
scribed chicken p54 ETS1 or human p51 ETS1 protein (re-
viewed in Ref. 1). Minor specific bands were also detected
above this M, ~50,000 protein and may correspond to phos-
phorylated forms of this protein. We found that basal expres-
sion of ETS1 protein was detectable at all times examined
and that addition of SF/HGF resulted in a progressive in-
crease in ETS1 protein synthesis at 4 and 8 h.

The presence of other ETS family members, which can be
coexpressed during epithelial-mesenchymal transitions (35)
and/or share similar transcriptional activity (36) was investi-
gated. We determined that both ETS1 and ETS2 (M,
~60,000) can be expressed in MDCK cells, whereas ERG
was not detectable (data not shown). The basal and SF/HGF-
induced expression of ETS2 was transient, as compared with
ETS1 (Fig. 4).

These results showed that ETS1 mRNA and protein ex-
pression induced by SF/HGF paralleled the increase in pro-
teolytic enzymes, uPA and collagenase, gene expression,
and changes in epithelial morphogenesis.

SF/HGF Stimulation of a Transcriptional Response
from Specific Promoter Elements Containing ETS Bind-
ing Sites. The ability of SF/HGF to stimulate a transcrip-
tional response involving ETS1 was evaluated in transient
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Fig. 3. Time course of ETS1 mRNA induction by SF/HGF. MDCK cells
were treated for times ranging from 0 to 24 h with SF/HGF (10 ng/mi). Left
panel, mMRNAs were processed to perform Northern blot analysis and, the
blot was hybridized with mouse ETS1, uPA, collagenase [, PAI-1, or
GAPDH cDNA probes. GAPDH was used as a control for the amount of
mRNA loaded onto the gel.
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Fig. 4. Induction of ETS1 and ETS2 protein expression by SF/HGF.
MDCK cells were treated for 2, 4, and 8 h with (+) or without (—) SF/HGF
(10 ng/ml), in the presence of [**S]methionine and [?>S]cysteine during the
last 2 h of incubation. Extracted proteins were immunoprecipitated using
the R2 antiserum. Arrow, position of the major ETS1 and ETS2 proteins;
right, molecular weight markers.

transfection experiments using various promoter elements
containing EBSs. The Py reporter vector contains ETS/AP1
(FOS/JUN)-binding sites (EBS/AP1); the E.18pal + 2 reporter
vector contains ETS/ETS-binding sites oriented head to
head (EBS/EBS) and the HTLV reporter vector, an ETS-
binding site in close proximity of Sp1/ETS-binding sites
(Sp1/EBS; Fig. 5). The choice of these promoter elements

EBS AP1
TCTCGAGGAAGTGACTAACTGAG Py

EBS EBS
<
GACCGGAAGTATACTTCCGGTC

E18 pal + 2

EBS Spt EBS
e e
CCTCCGGGAAGCCACCAAGAACCACCCATTTCCTCCCCATG HTLV

EBS AP1
e p—-
-2441 AGGAGGAAATGAAGTCATCTG uPA

EBS AP1

-90 AGAGGATGTTATAAAGCATGAGTCAG Collagenase 1

Fig. 5. Nucleotide sequence of the EBS, AP1, and Sp1 binding sites
(arrows) within the Py, E18 pal+2, HTLV reporter vectors and those
identified within the uPA and collagenase promoters (27, 36-38). The ETS
core binding sequence is GGAA/T.

was based on the finding that ETS1 is a weak modulator of
transcription from promoter sequences containing a unique
ETS-binding site, whereas it is very efficient on promoter
sequences containing an ETS-binding site in close proximity
to other transcription factor-binding sites, including an ETS-
binding site itself. We confirmed that all of these promoter
elements were stimulated by cotransfection with ETS1 ex-
pression vector (Fig. 6). The addition of SF/HGF was found to
stimulate transcription from the Py and E18.pal + 2 reporter
vectors but not from the HTLV reporter vector (Fig. 6). Pro-
moter activity measured at 24 h (Fig. 6) was detectable at 4 h,
and similar results were obtained after 8- and 24-h periods of
stimulation (data not shown). Another promoter sequence
[E.18palm1 as described by Galang et al. (26)], containing a
mutation in the first of the two ETS binding sites, was found
not to be stimulated by SF/HGF, confirming that the two
ETS/ETS-binding sites are necessary to confer SF/HGF re-
sponsiveness (data not shown).

We also investigated whether SF/HGF could stimulate
transcription from cellular promoters that were identified by
Northern hybridization, i.e.,, the uPA and the collagenase
promoter. These promoters contain an EBS/AP1 motif lo-
cated ~2300 and ~90 bp , respectively, upstream of the
transcription initiation site (Fig. 5); this motif responds to
phorbol ester or growth factors and can also be transacti-
vated by cotransfection of ETS1 in other cell types (27,
36-38). The UPA and the collagenase promoter activities
were stimulated by SF/HGF and ETS1 as observed with the
artificial Py and E18.pal + 2 reporter vectors (Fig. 6). These
results demonstrate that SF/HGF can stimulate transcription
from cellular promoter elements containing ETS-binding
sites.

SF/HGF Induction of the Transcriptional Activity of
ETS1 through the RAS Cascade. We next evaluated the
involvement of RAS and ETS1 in mediating the stimulation of
a transcriptional response by SF/HGF. It has been shown
that the ETS/AP1- and the ETS/ETS-binding sites are suffi-
cient to confer transactivation by activated RAS; these com-
posite binding sites are also called RRE (26). Indeed, trans-
fection of activated RAS stimulated transcription from the Py
and E18pal + 2 reporter vectors and from the uPA and
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Fig. 6. SF/HGF stimulates transactivation from RAS-responsive promoter elements. MDCK cells were transfected with 0.3 ug of the following reporter
vectors: A, 3 X pyRRE-tk-CAT (Py); B, A56-FosdE-CAT (E.18pal+2); C, 2 X HTLV1 LTR-tk-CAT (HTLV); D, —2446/-2356 uPA-luc (UPA); E, -517/+63
Coll-luc (collagenase), and as indicated cotransfected with (+) or without (~) expression vectors for ETS1 (pcDNA3-ETST, 1 ug) or RAS (1 ug). The following
day, cells were grown in DMEM-0.5% FCS, and SF/HGF (10 ng/mi) was (+) or was not {(—) added. The cells were further incubated 24 h prior to assay for
CAT or luciferase activity. The results show the relative level of expression of the indicator gene. This was calculated by dividing the level of expression of
the CAT or luciferase reporter vector in the presence of transactivator by the level of expression in the absence of transactivator. The CAT activities of the
reporters lacking the RAS-responsive elements did not vary significantly (data not shown}. In C, the relative CAT activity of RAS compared to its respective
empty expression vector was 2-fold, and this effect was not consistent in other experiments, confirming that Sp1/ETS-binding sites of the HTLV reporter

vector do not behave as an efficient RAS-responsive element (26).

collagenase promoters, whereas it was inactive both from
the HTLV reporter vector (Fig. 6) and from the E.18palm1
reporter vector with a single functional ETS binding site (data
not shown).

We constructed an ETS1 mutant consisting in the DNA-
binding domain of ETS1 (ETS1-DB), which acts as a domi-
nant-negative mutant of ETS proteins (39). In control exper-
iments, we established that expression of ETS1-DB did not
inhibit transactivation of a heterologous factor, consisting in
the DNA-binding domain of Gal4 linked to the VP16 trans-
activation domain (Gal4-VP16), assayed on a Gald-tk-CAT
reporter vector (40); in contrast, ETS1-DB was able to inhibit
transactivation induced by cotransfection with ETS1 on the
Py reporter vector (data not shown). This ETS1-DB expres-
sion vector was able to inhibit both basal and SF/HGF- or
RAS-stimulated transactivation of the Py reporter vector (Fig.
7) in a dose-dependent manner (data not shown) and of the
uPA and collagenase promoters (Fig. 7), showing that ETS
proteins are involved in constitutive and SF/HGF- or RAS-
mediated induction of transcriptional activity. It should be
noted that SF/HGF-stimulated and basal activities couid be
mediated by the same factors.

These results did not identify the ETS protein involved,
because the ETS1-DB mutant protein is able to bind the EBS
motif and to prevent the action of any related member of the

ETS family that may be present in MDCK cells. To address
the relationships between SF/HGF and ETS1, we investi-
gated whether SF/HGF or RAS influenced ETS1 activation.
We predicted that, if ETS1 is a target of SF/HGF or RAS
signal-transducing pathways, SF/HGF or RAS might en-
hance ETS1 activation. Cotransfection of the cells with ac-
tivated RAS (1 pg/mi) and ETS1 (1 ug/ml) resuited in a
synergistic stimulation of the Py reporter vector activity,
compared with RAS or ETS1 alone (Fig. 8). A similar syner-
gistic effect was obtained when MDCK cells transfected with
ETS1 (1 ng/mi) were stimulated by SF/HGF (10 ng/ml), com-
pared with ETS1 or SF/HGF alone (Fig. 8). The ability of
SF/HGF or RAS to enhance ETS1 transactivation was not
merely due to an increase in the amount of ETS1 through a
possibie RRE in the ETS1 expression vector, because we did
not obtain a further increase in transactivation using the
ETS1 expression alone, above the concentration of 1 ug/ml
(data not shown).

The specificity of the effect of ETS1 was also addressed by
comparing its effect to other ETS family members. We found
that ETS1 and ETS2 behaved similarly, i.e., they were able to
stimulate the Py reporter vector activity and to synergize with
SF/HGF, whereas the ERG protein was found to act as a
transcriptional repressor, both in the absence or presence of
SF/HGF (Fig. 9). We thus determined that not all ETS family
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Fig. 7. Dominant-negative mutants
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of ETS suppress the transactivating
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Fig. 8. SF/HGF or activated RAS enhance ETS1 activation. In A, MDCK
cells were cotransfected with Py reporter vector (0.3 ug) and pcDNA3-
ETS1 (1 png) expression vector. The following day, cells were grown in
DMEM-0.5% FCS in the presence or absence of SF/HGF (10 ng/ml), 24 h
prior to the assay for CAT activity. In B, cells were cotransfected with Py
reporter vector (0.3 g) and expression vectors for ETS1 (pcDNA3-ETST,
1 ug) and/or activated RAS (1 pg). The following day, cells were grown in
DMEM-0.5% FCS and harvested 24 h later for analysis of CAT activity.

members can act as positive regulators of a transcriptional
response induced by SF/HGF involving the RAS cascade.

Discussion

The main characteristic of ETS? expression in embryos and
in human tumors is its specific expression in mesodermal cell
derivatives, such as endothelial cells during angiogenesis
and mesenchymal cells when epithelial-mesenchymal inter-
actions occur (3-9). In contrast, most studies did not show
ETS1 expression in epithelial structures (7). Nonetheless,
during neurulation and somitogenesis, epithelia form tran-
sient structures, such as the neural crest and the somites,
and in both cases we demonstrated that ETST expression
was associated with their conversion into mesenchymal
structures. By examining available information of ETS7 ex-
pression during development in embryos, we found that the
earliest expression of ETST was detected during gastrulation
in the mesoderm, when the three germinal cell layers, ecto-
derm, endoderm, and mesoderm are formed (7). Whereas
the ectoderm and endoderm remain largely epithelial in char-
acter, the newly induced mesoderm is the first example in
ontogenesis of conversion of epithelial cells to mesenchyme.
Taken together, these results show that ETS7 expression is
induced in dissociating epithelial cells, during epithelial-mes-
enchymal transitions occurring during early development.
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Fig. 9. Specificity of action of ETS proteins on transactivation induced
by SF/HGF. MDCK cells were cotransfected with Py reporter vector (0.3
ung) and 1 ug of pSG5 expression vectors for ETS1, ETS2, or ERG. The
following day, cells were grown in DMEM-0.5% FCS in the presence or
absence of SF/HGF (10 ng/mi), 24 h prior to the assay for CAT activity.

On the basis of this observation, we hypothesized that a
physiological modulator of epithelial cell dissociation and
motility could regulate ETS1 expression. We have explored
this possibility using the MDCK epithelial cell system, which
is a very sensitive functional assay for SF/HGF-scattering
activity. In this cell system, SF/HGF promotes cell motility
and invasiveness but has no mitogenic activity as demon-
strated in some other epithelial cells (data not shown). In time
course experiments, we showed that after SF/HGF treat-
ment, ETST mRNA accumulated after 4 h until 24 h. This
pattern of expression suggests that ETS7 might be a de-
layed-early response gene to SF/HGF, as has been demon-
strated for the c-Met gene in human A549 epithelial cells (41).
Although very few studies have allowed identification of the
physiological factors able to regulate ETS1 expression, it is
worth noting that in human fibroblasts, we recently reported
similar kinetics of the ETS1 response after stimulation by
growth factors acting through receptors with intrinsic tyro-
sine kinase activity, such as basic fibroblast growth factor
and epidermal growth factor, which contrasted with the early
ETS1 response (within 30 min) to cytokines acting through
receptors devoid of tyrosine kinase activity, such as tumor
necrosis factor a and interleukin 1a; this study allowed us to
demonstrate that increased ETS1 expression by growth fac-
tors versus cytokines can occur through distinct signal trans-
duction mechanisms (42). In the present study, we also
found that SF/HGF-induced ETST mRNA expression was
mostly detected at the periphery of the MDCK cell islets
when cells start to detach and emigrate. These results show
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that SF/HGF can stimulate ETS1 expression in MDCK cells
and that the profile of ETS1 expression is correlated with
morphological changes and the expression of protease
genes.

To assess the functional significance of ETS1 expression
in MDCK cells, we investigated whether SF/HGF could stim-
ulate the transcriptional activity of ETS1. In response to
SF/HGF, the intracellular portion of the c-Met receptor be-
comes autophosphorylated (19) and binds to a number of
proteins, including phosphatidylinositol 3-kinase, phospho-
lipase C-y, pp60°**°, Grb-2, SHC, and GAB1 (19-22).
Among the possible transduction pathways activated by
these proteins, a pathway leading to RAS activation appears
to play an essential role in cell motility. SF/HGF increases the
level of GTP bound to RAS by stimulation of guanine nucle-
otide exchange (23). Infection of MDCK cells with a Ha-RAS-
transducing retrovirus can produce scattered cell clones
(43), and a dominant-negative mutant of RAS under the
control of an inducible metallothionein promoter has been
shown to prevent scattering of MDCK cells (24). Nuclear
targets of the RAS pathway have recently been identified and
comprise promoter elements containing ETS/ETS- and ETS/
AP1-binding sites. We found that SF/HGF was able to induce
a transcriptional response from these promoter elements,
whereas it was inefficient on a promoter element containing
Sp1/ETS-binding sites. Furthermore, we showed that tran-
scriptional activation stimulated by SF/HGF or by oncogenic
RAS was potentiated by ETS1 and inhibited by dominant-
negative mutants of ETS1. These results demonstrate that
the transcription factor ETS1 can act as a downstream ef-
fector of the RAS cascade in SF/HGF-stimulated MDCK
cells. They also define a functional requirement for ETS1 in
the activation of the RAS-responsive elements by SF/HGF.
This led us to propose a model of signal transduction by
SF/HGF where following activation of its receptor, SF/HGF
can activate sequentially RAS and ETSH1, resulting in activa-
tion of specific nuclear target promoters containing ETS-
binding sites.

Such RAS-responsive elements containing essential ETS/
AP1- or ETS/ETS- binding sites have been identified in pro-
moters or enhancers regions of various genes, such as genes
encoding extracellular proteases uPA (36, 37), collagenase-1
(27, 38), and stromelysin-1 (28). A role for ETS1 in the tran-
scriptional activation of protease genes by SF/HGF during
cellular dissociation is an attractive hypothesis, because
these enzymes belong to a complex enzymatic cascade that
degrades the extracellular matrix and may contribute to the
motility of the cells. Our data are in agreement with this
hypothesis, because we show that SF/HGF induced a par-
allel accumulation of the steady-state levels of the ETS7 and
UPA and collagenase mRNAs and that the gene promoters of
the uPA and collagenase can be transcriptionally regulated
by SF/HGF through involvement of the RAS cascade and
ETS1 proteins. It should be specified that SF/HGF induction
of ETS1 expression and transcriptional activity might repre-
sent two different aspects of ETS1 involvement in transmit-
ting SF/HGF signal. SF/HGF may stimulate rapidly the tran-
scriptional activity of ETS1 by triggering a series of
phosphorylation of kinases following RAS activation,

whereas it induces ETS? mRNA accumulation within several
hours of stimulation (Fig. 3). We propose that by increasing
the amount of available ETS1, this delayed effect of SF/HGF
could amplify the responsiveness of the celis on specific
target genes containing RAS-responsive elements. Overall,
the identification of functional RAS-responsive elements in
signal transduction by SF/HGF forms the basis for identifying
gene targets of SF/HGF and for a more detailed examination
of the transcription factors involved in SF/HGF responsive-
ness.

ETS1 belongs to a family of transcription factors that rec-
ognize similar DNA motifs (1, 2). It was of interest to address
the question of the specificity of their effects and of their
possible functional redundancy. ETS1, ETS2, and ERG are
closely related members within the ETS family (44), and their
patterns of expression during development have been re-
ported (3, 6, 35). In embryos, ETS7 and ERG are similarly
expressed at early stages of development, including during
neural crest emigration and sclerotome formation, whereas
at later stages, they have a more restricted and exclusive
pattern of expression (35). In contrast, developmental ex-
pression of ETS2 is spatially and temporally different, without
characteristic expression during epithelial cell dissociation of
the neural crest and of the somite (6). By examining both
expression and transcriptional activity of these ETS proteins
in MDCK cells, we found that ETS1 and ETS2 can share
similar transcriptional activity, albeit with a distinguishable
regulation of expression; both in basal and SF/HGF-stimu-
lated conditions, the expression of ETS2 was transient com-
pared to ETS1. We also found that ERG is not expressed in
MDCK epithelial cells and have an opposite effect to the one
of ETS1; ETS1 and ERG were activator and repressor of
transcription from a RAS-responsive promoter element, re-
spectively. It is, therefore, possible that ETS1 and other ETS
family members can play a role during epithelial cell disso-
ciation or in signal transduction by SF/HGF. Nonetheless, we
found the expression and/or transcriptional activity of ETS1
is specific compared to ETS2 or ERG.

Because ETS1 expression is induced by SF/HGF in MDCK
epithelial cells, we examined whether the pattern of expres-
sion of ETST overlaps with those of SF/HGF and of its
receptor c-Met in the situations that we have described in the
chick embryo. During early stages of vertebrate develop-
ment, ETST transcripts are detected in epithelial cells when
the expression of SF/HGF and c-Met are associated with the
dispersion of epithelial structures, i.e., gastrulation and early
emigration of neural crest cells (45, 46). In these situations in
the embryo, SF/HGF could act as an autocrine factor and
stimulate ETS7 expression. ETST transcripts are also de-
tected during dissociation of ventral somitic epithelial cells
that give rise to the sclerotome, another well known situation
of epithelial-mesenchymal transition. During this process,
only a weak expression for SF/HGF and no expression for
c-Met have been detected in the sclerotome (45, 46). There-
fore, in this situation, expression of ETS7 does not correlate
with the expression of c-Met. Rather, c-Met was found to be
expressed in the dermomyotome and in cells that migrate
from the dermomyotome (45-47), where ETST expression
was not detected. Several lines of evidence suggest that
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these cells correspond to myogenic precursor cells and that
SF/HGF expressed in neighboring mesenchymal cells of the
limb bud induces their scattering and migration (47). Finally,
ETS1 expression was found to be induced at a later stage,
when the cells forming the epithelial structure of the der-
matome dissociate and migrate under the ectoderm of the
forming dermis. Expression of SF/HGF and c-Met were not
reported during this process. It appears, therefore, that co-
expression of ETST and c-Met does not occur in all situations
of epithelial-mesenchymal transitions during early embryo
development. Whether other members of the ETS family or of
the c-Met subfamily of tyrosine kinase receptors are associ-
ated with such transitions occurring in the absence of ETS7
and c-Met, respectively, remain to be investigated. There is
now considerable interest in identifying the effectors of epi-
thelial-mesenchymal interactions at a molecular level. Our
study demonstrate that expression of ETS7 can be associ-
ated with dissociation of epithelial structures, allowing the
cells to acquire more motile properties. This now has to be
investigated by experimental embryological methods.

Materials and Methods

Preparation of Embryos. Chicken eggs were incubated at 37°C in a
humidified chamber during approximately 60 h, until embryos had formed
32-35 pairs of somites. Whole embryos were fixed at 4°C for 16 hin 4%
paraformaldehyde in PBS, dehydrated, and embedded in paraffin. Seven
um-thick tissue sections were transferred to slides, as reported previously
(3). To describe the appearance of the myotome, we used the 13F4
monoclonal antibody, kindly supplied by Dr C. Ziller (Institut
d’Embryologie, Nogent sur Marne, France). This antibody recognizes a
cytoplasmic marker expressed in the myotome, as soon as the first
myotomal cells migrate along the dermatome. Immunchistochemistry was
performed using the biotin-extravidin kit (Sigma Chemical Co.) according
to the manufacturer’s specifications.

In Situ Hybridization. In situ hybridization was performed according
to Quéva et al. (48). Probes were as follows: a 750-bp Bgill-Hindlli frag-
ment of the chicken ETS? ¢DNA (3); and a tenascin probe synthesized
from plasmid pCTN-230 containing the full 6-kb coding sequence of the
M, 230,000 variant of chicken tenascin (a generous gift of Dr Chiquet-
Erishmann, Basel, Switzerland). The probe used for detection of ETS? in
MDCK epithelial cells was transcribed from the EcoRl 825-bp fragment of
the human ETS7 cDNA (9). Antisense and sense [°>S]RNA probes were
transcribed from linearized plasmids using either T7 or T3 RNA polymer-
ase in a reaction mixture containing [2*S]JUTP and [**S]CTP, with a specific
activity =1000 Ci/mmol. No specific signals were observed when tran-
scripts in sense orientation were used for hybridization.

Cell Culture and Dissociation Assays. MDCK celis (kindly provided
by Dr. J. Jouanneau, Institut Curie, Paris, France) were cultured in DMEM
(Life Technologies, Inc.) supplemented with 10% FCS and antibiotics at
37°C. Natural purified human SF/HGF was kindly provided by Dr. K. M.
Weidner (Max Delbriick Centrum, Berlin, Germany). We also used recom-
binant human SF/HGF (R&D Systems). For the dissociation assays, 2-5 X
10* MDCK cells were seeded onto glass coverslips in 12-well plates and
cultured for 2-3 days in DMEM-10% FCS. The medium was then replaced
by 1 mi DMEM free of serum, with or without 10 ng/ml of SF/HGF. At the
end of the experiments, cells were either processed for in situ hybridiza-
tion analysis or were colored in Giemsa stain (Sigma), and their morphol-
ogies were examined by phase contrast microscopy.

Immunofluorescence Microscopy. MDCK cells were cultured as in-
dicated for cell dissociation assays on glass coversiips and were treated
or not with 10 ng/ml SF/HGF. Cells were fixed at —20°C with methanol/
acetone (v/v) for 5 min. As a marker of the epithelial junction, we used a
rabbit polyclonal antibody raised against desmoplakin (Boehringer Mann-
heim), a desmosome-specific protein. This antibody was applied for 1 h,
followed by 30-min incubation with FITC-coupled goat anti-rabbit IgG.
Coverslips were mounted in Mowiol containing 2.5% (w/v) DABCO (Sig-

ma) to reduce fading and viewed in an Axioscope epifluorescence micro-
scope.

Cellular RNA Isolation and Northern Blot Analysis. MDCK cells
(1.5 X 105 cells/100 mm-dish) were grown in DMEM-10% FCS. The
medium was replaced the following day (day 1) by DMEM-0.5% FCS and
on day 2 by fresh DMEM-0% FCS containing 10 ng/ml SF/HGF. At various
times, total RNAs were isoiated using the guanidinium isothiocyanate/
CsCl method as described previously {42). RNAs (15 ug) were separated
by electrophoresis on a 1.2% agarose gel and transferred onto nitrocel-
tulose filters (Hybond-C extra; Amersham Corp.). The filters were hybrid-
ized overnight at 42°C with a [«?P]cDNA probe in hybridization buffer [
volume of 50% dextran sulfate (w/v), 4 volumes of prehybridization buffer
containing 50% formamide, 1 m NaCl, 1% SDS, 5 Denhardt’s solution,
and 100 pg/ml denatured salmon sperm DNA]. After washing, the filters
were exposed to Hyperfilm MP (Amersham).

cDNA Probes. Probes were prepared from the following cDNA frag-
ments: the entire 1.6-kb BamHI fragment of the mouse ETS7 cDNA (49);
the Pstl-Hindlll 660-bp fragment of the mouse uPA cDNA (50); the EcoR!-
Pstl 600-bp fragment of the incomplete bovine PA/-1 cDNA (34); the
Hindlil-Notl fragment of the mouse coflagenase | cDNA (51); and the
1.3-kb Pstl fragment of the rat GAPDH cDNA. These cDNA probes were
labeled with [«®2P]dCTP (3000 Ci/mmol; ICN), using a nick-transiation kit
(Amersham).

Cell Labeling and Immunoprecipitation. MDCK ceils (1.5 x 10°
cells/100 mm-dish) were cultured for 2-3 days in DMEM-10% FCS. The
media was replaced for 1 h by methionine- and cysteine-free MEM (MEM-
Met™, Cys™; Life Technologies, Inc.). Cells were then incubated for several
hours in fresh MEM-Met~, Cys™, with or without SF/HGF, and [*°S].-
methionine and {**S]L-cysteine (Tran®5S-Label; 1066 Ci/mmol; ICN) were
added (250 u.Ci/3 mi) during the last 2 h of incubation. At the end of the
experiments, cells were lysed and processed for immunoprecipitation as
described (42). Briefly, identical trichloroacetic acid-precipitable counts of
proteins were immunoprecipitated and separated onto 10% SDS-poly-
acrylamide gels. Gels were fixed and treated with DMSO-PPO for auto-
radiographic enhancement and exposed for autoradiography using Hy-
perfilm-MP.

Antisera. The R2 ETS1 antisera was raised against amino acids 27~
136 of the chicken p54-ETS1 protein. A DNA fragment was PCR ampilified
using p54 ETST cDNA as a template and the following pair of primers
containing synthetic BamHi and Hindlll sites: 5'-TTGTCATGGGATCCT-
GATATGGAATGTGCAGATGTGCCTTTGTTA-3’ and 5'-GCAGCCAAGCT-
TGTACTCTTCTTTCTGCAAGATCTCCAGGTGTTCCCA-3'. The PCR-am-
plified fragment was cloned into the Plc24 expression vector. The
polypeptide was purified, and rabbit polyclonal antisera were obtained as
described previously (35). This ETS1 sequence is 62% identical to the
corresponding sequence in chicken ETS2 protein. In control experiments,
we established that the fourth bleeding used in this study was able to
recognize both ETS1 and ETS2. The anti-ERG polyclonal antibody (A204)
was characterized previously (35).

Plasmid Constructions. The activated RAS expression vector (a gen-
erous gift of Dr J. Bell, University of Ottawa, Ottawa, Ontario, Canada) was
obtained by cloning a 6.6-kb BamHi fragment of the human c-Ha-RAS EJ
cDNA into pSV2neo. The full-coding sequence of the mouse ETS1 cDNA
was cloned into the BamHi site of pcDNA3 expression vector (Invitrogen).
The fragment encoding the ETS1 DNA-binding domain (ETS1-DB), cor-
responding to the mouse ETS1 amino acids 323-440, was obtained by
PCR using mouse ETST cDNA as a template and the following pair of
primers, 5'-AGGATCCGAGAATATGGCTGCTGCCCTGGCTGGC-3' and
5'-TGGATCCCTAGTCAGCATCCGGCTTTAC-3’, and cloned into the
BamHI site of pcDNA3. The chicken, mouse, and human ETS1-DB se-
quences were 100% identical. After nucleotide sequencing of the 5’ and
3’ boundaries of the £TS1-DB insert, we verified protein expression from
the ETS1-DB expression constructs, using an in vitro protein transtation
system (Promega Corp.). The SV40 promoter-based, pSG5 expression
vectors for p58 human ETS2 and pS5 human ERG have been described
previously (25), and the pSG5 expression vector for mouse ETS1 was
kindly provided by Dr. P. Martin (Pasteur Institute, Lille).

The reporter vectors used where as follows: Py (3 X pyRRE-tk-CAT)
described by Wasylyk et al. (25) contains three tandem copies of a
polyoma-virus enhancer derived sequence with ETS/AP1-binding sites;
E.18pal + 2 contains a single copy of two ETS/ETS-binding sites oriented
head to head inserted in A56 FosdE-CAT (26); HTLV (HTLV1 LTR-tk-CAT)
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contains two tandem copies of a HTLV1 LTR sequence with a single
ETS-binding site and a juxtaposed Sp1/ETS binding sites (52); uPA
(—2446, —2356 uPA-luc, pGL99), provided by Dr. Ostrowski (30), contains
a 90-bp Haelll fragment of the mouse uPA promoter (—2446, —2356)
linked to the uPA proximal promoter (—114, +398) and drives the lucif-
erase reporter gene; and collagenase (—517, +63 Coll luc) provided by Dr.
Cato (38) contains the indicated region of the human collagenase 1
promoter sequence linked to the luciferase gene. The nucleotide se-
quence of the EBS, AP1, and Sp1 binding sites present within these
reporter vectors are shown in Fig. 5.

Transactivation Assays. MDCK cells (5 x 10* cells/35-mm dish)
were cultured for 24 h and then transiently transfected using a lipofection
method. Cells were rinsed and incubated in 1 mi of OptiMEM (Life Tech-
nologies, Inc.) with a mixture of DNA (maximal amount, 3 ug) and lipo-
fectamin (20 ng; Boehringer Mannheim). In each experiment, plates were
incubated with the same total amount of plasmid DNA, completed as
necessary with the corresponding empty expression vector. After 6 h, 1 ml
of DMEM containing 20% FCS was added, and cells were further incu-
bated overnight. The cells were then rinsed and incubated in DMEM-0.5%
FCS in the presence or absence of SF/HGF. Twenty-four h later, cells
were harvested and disrupted in lysis buffer (Promega). The supernatant
was assayed for protein content (Bio-Rad protein assay) and processed
for CAT or luciferase assays. For CAT assays, reaction mixtures, contain-
ing 25 ug of the cell extract, 50 nCi of ['“C]chloramphenicol, and 0.5 mm
acetyl CoA, were incubated for 1-2 h at 37°C. The reaction products were
separated onto TLC sheets (Macherey-Nagel) and visualized by autora-
diography. Quantification of CAT activities was determined by calculating
the ratio of acetylated versus nonacetylated ['*Clchloramphenicol using a
Phosphorimager (Molecular Dynamics, Inc.). For luciferase assays, reac-
tion mixtures, containing 20 ul of the cell extract and 85 ul of luciferase
assay buffer [25 mm Tris phosphate (pH 7.8), 8 mm MgCl,, 1 mm DTT,
Triton X-100 1% v/v, and glycerol 15% v/v] were measured in a Berthold
Lumat LB9501 luminometer following injection of luciferine assay solution
(0.25 mm luciferine and 2 mm ATP in a luciferase assay buffer). The value
obtained was normalized to the protein content of the cell extract. Dupli-
cate samples were performed in each experiment, and individual values
did not differ by more than 10% of the mean. Each experiment was
repeated at least three times with independent plasmid preparation to
assess reproducibility. Transfection efficiency was routinely of 5-10%, as
monitored independently by assay of B-galactosidase activity, following
transfection of a pSG5-lacZ plasmid.
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Figure 14 : L'HGF/SF stimule I'activité transcriptionnelle de ETS1 via son
résidu thréonine 38. Les cellules MDCK ont été co-transfectées transitoirement
par 0,5 pg/ml de géne indicateur EBS/AP1-CAT et 1 pg/ml de vecteur d'expression
vide, exprimant ETS1 ou ETS1 T38-A. Le jour suivant, les cellules ont été
stimulées par 10 ng/ml d’"HGF/SF, et I’activité CAT a été mesurée 24 h plus tard.
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III. Résultats complémentaires : L’HGF/SF et RAS activent le potentiel transactivateur
de ETS1 via le résidu thréonine 38

Nos résultats démontrent que I’HGF/SF et RAS activent efficacement la transcription, via
des éléments de réponse de type EBS/AP1 ou EBS/EBS, mais pas via des éléments EBS/SP1.
Nous montrons également que I’HGF/SF et RAS sont capables de potentialiser la transactivation
induite par ETS1 sur ces mémes sites, suggérant que les voies en aval de RAS, activées par
I’HGF/SF, régulent positivement I’activité transcriptionnelle de ETS1.

En paralléle de ces résultats, les mécanismes de régulation de ’activité transcriptionnelle de
ETS1 via RAS, commengaient 3 &tre élucidés. Ainsi, il apparaissait que 1’activation de RAS
pouvait induire la phosphorylation de POINTED P2, ETS2 ou ETSI, sur un résidu thréonine
situé dans un site putatif de phosphorylation par les MAPK (PLLTP), conservé sur les trois
facteurs de transcription. De plus, ce résidu semblait nécessaire a la potentialisation de activité
transactivatrice induite par RAS sur ces facteurs (O'Neill et al., 1994; Yang et al., 1996).

Sur ETS1, le résidu thréonine 38 est situé dans le site putatif de phosphorylation par les
MAPK (PLLT**P). De facon a déterminer 1’implication de ce résidu, suite 4 ’activation de ETS1
par ’'HGEF/SF, nous avons réalisé un mutant de ETS1 dont la thréonine 38 a été remplacée par un
résidu alanine non phosphorylable. Des expériences de transfection transitoire, de la forme
sauvage ou muté de ETS1, démontrent que la protéine ETS1™*~* active la transcription, & partir
des éléments EBS/AP1, moins efficacement que la protéine ETS1 sauvage. De plus, alors que la
stimulation par I’HGF/SF potentialise I’effet transactivateur de ETS1 sauvage, ’'HGF/SF n’a
quun effet additif avec ETS17*>* (Figure 14). Des résultats similaires ont été obtenus par co-
transfection d’une forme activée de RAS et ETS1 sauvage ou mutée (résultats non présentes).

Ces résultats appuient I’hypothése selon laquelle ETS1 appartiendrait a la signalisation de
PHGF/SF ; 'HGF/SF induirait I’activation de RAS conduisant a ’activation du potentiel
transactivateur de ETS1 par phosphorylation d’un site MAPK putatif PLLTP.
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Figure 15: L'HGF/SF induit I'augmentation de 1'activité et de l'expression de ETS1.
L'activation du facteur de transcription favorise 1'expression de genes dont celui
codant MET.
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IVv. Discussion

A. ETS1, en aval ou en amont de MET ?

L’HGF/SF est capable d’activer le potenticl transactivateur de ETS1 et induit
I’augmentation de son expression. Il semble donc que ETS1 soit une cible de MET.

I1 est possible de développer un autre point de vue, ot MET serait une cible du facteur de
transcription ETS1. Ainsi, I’équipe de P. Comoglio a montré qu’un fragment du promoteur du
géne de MET, nécessaire a la transactivation d’un géne indicateur, contient de nombreux motifs
de reconnaissance des facteurs de transcription de la famille ETS. De plus, ETS1 est capable de
transactiver efficacement ce fragment du promoteur. La régulation potentielle du promoteur de
MET, par des membres de la famille ETS, a été confirmée par la transfection stable de ETS1 dans
les cellules épithéliales MPL (cellules épithéliales murines issues du foie). En effet, la
surexpression de ETS1 induit une augmentation de I’expression du récepteur MET (Gambarotta
et al., 1996).

En tenant compte de ces différents point de vue, il est possible que ETS1 soit impliqué a
plusieurs niveaux : HGF/SF active rapidement le potentiel transactivateur de ETS1, via
I’activation de RAS, apres quelques heures de stimulation, ’activation de MET permet également
I’augmentation de ’expression de ETS1. Ces deux effets favoriseraient I’expression de genes
cibles de ETS1, comme des protéases, ou le récepteur MET; les protéases favoriseraient la
motilité par la dégradation de la matrice extracellulaire et 1’expression du récepteur augmenterait
la sensibilité des cellules a ’'HGF/SF (Figure 15).

La surexpression de ETS1 dans les cellules épithéliales MPL provoque également
I’obtention d’un phénotype dissocié. Les auteurs concluent que ce phénotype est di a
I’augmentation de I’expression de MET (Gambarotta et al., 1996). Cependant, des questions
restent ouvertes. En effet, dans ces expériences 1’état d’activation du récepteur MET n’a pas été
évalué. Or, une augmentation de I’expression du récepteur ne signifie pas une augmentation de
son activité, qui est nécessaire pour 1’obtention des réponses biologiques. Ainsi, on peut imaginer
que 1’augmentation de l‘expression d’autres génes par ETS1 soit également responsable du
phénotype dissocié. Pour répondre a ses questions d’autres approches sont nécessaires, telle que
’utilisation de formes inactivées de ETS1, qui ont notamment permis, dans le laboratoire, la mise

en évidence de I’implication des facteurs de transcription ETS, durant d’autres processus.
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B. Les cascades ERK et JNK activées par MET régulent différemment les éléments
EBS/AP1

Mes résultats ont permis de montrer que le résidu thréonine 38 de ETSI1 est impliqué dans
la potentialisation de son activité transactivatrice, induite par 'HGF/SF et RAS. Le travail de
Réjane Paumelle, en thése dans le groupe, a largement étay¢ ces résultats.

En effet, son travail démontre que 'HGF/SF active les MAPK ERK1,2. De plus, ces
kinases activées suite a la stimulation par ’HGF/SF sont capables de phosphoryler ETS1 sur la
thréonine 38, dans des essais de phosphorylation in vitro. D’autre part, les résultats démontrent
que "HGF/SF induit également, probablement via la petite protéine G CDC42 (proche de RAC),
’activation de la kinase JNK qui permet la phosphorylation du facteur de transcription JUN, de la
famille AP1.

L’HGF/SF étant capable d’activer des promoteurs constitués de sites EBS/API,
I’implication de 1’activation de ces deux cascades de kinases par ’HGF/SF a été évaluée sur cet
élément bipartite. De fagon intéressante, les kinases ERK et JNK ne jouent pas le méme role et
leurs effets sont modulés par la densité cellulaire. En effet, ERK activée induit la transactivation a
différentes densités cellulaires, mais est plus efficace a faible densité ; mimant ainsi les réponses
induites par ’HGF/SF. Par contraste, INK activée n’a pas d’effet a faible densité et réprime la
transactivation a forte densité.

Ces résultats démontrent que ’'HGF/SF induit ’activation a la fois de ERK et JNK ; ERK
transmettrait la réponse transcriptionnelle induite par I’HGF/SF et JNK inhiberait la réponse a
forte densité. L’ensemble des données permet de proposer un mécanisme intracellulaire de

diminution de réponse a 'HGF/SF a forte densité (Paumelle et al., manuscript en préparation).
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Deuxieme partie : Le site multisubstrat de MET n’est pas requis pour ’activation de la

cascade RAS et de la dispersion

I Introduction

Dans le modele de signalisation que nous avons mis en place, pour I’activation
transcriptionnelle d’élément de réponse EBS/AP1 par I’HGF/SF, la partie du récepteur MET
permettant ces activations n’était pas connue.

Les mutations systématiques des résidus tyrosines de la partie intracellulaire de MET ont
notamment été réalisées par M. Weidner et ses collaborateurs (Weidner et al., 1995). Leurs
résultats démontrent que les tyrosines 14 et 15 jouent un rdle crucial pour !’induction des
réponses biologiques. D’autre part, il semble que la tyrosine 16 soit impliquée dans I’induction de
la morphogenese, alors que la tyrosine 2 joue un rdle négatif pour ’activation des réponses
(mutation gain de fonction). Les résidus tyrosines 14 et 15 sont capables de recruter de
nombreuses protéines cytoplasmiques, potentiellement capables d’activer des voies de
signalisation dont la voie RAS-ERK. En revanche, pour les tyrosines 2 et 16, leur implication
dans I’activation de votes de signalisation n’est pas déterminée.

Dans ce contexte, il semblait intéressant de mesurer la contribution des résidus tyrosines de
MET, non plus sur la dispersion ou la morphogenése, mais sur les réponses transcriptionnelles
induites sur les éléments EBS/AP1. En effet, dans nos tests de transactivation, la réponse ne
résulte pas, a priori, de I’intégration de nombreuses voies de signalisation, mais est plus
spécifiquement dépendante de RAS. D’autre part, les tests de transactivation offrent de bonnes

possibilités de quantification des réponses.
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The scatter factor/hepatocyte growth factor regulates scattering and morphogenesis of
epithelial cells through activation of the MET tyrosine kinase receptor. In particular, the
noncatalytic C-terminal tail of MET contains two autophosphorylation tyrosine residues,
which form a multisubstrate-binding site for several cytoplasmic effectors and are
thought to be essential for signal transduction. We show here that a MET receptor
mutated on the four C-terminal tyrosine residues, Y1311F, Y1347F, Y1354F, and Y1363F,
can induce efficiently a transcriptional response and cell scattering, whereas it cannot
induce cell morphogenesis. Although the mutated receptor had lost its ability to recruit
and/or activate known signaling molecules, such as GRB2, SHC, GAB1, and PI3K, by
using a sensitive association-kinase assay we found that the mutated receptor can still
associate and phosphorylate a ~250-kDa protein. By further examining signal transduc-
tion mediated by the mutated MET receptor, we established that it can transmit efficient
RAS signaling and that cell scattering by the mutated MET receptor could be inhibited by
a pharmacological inhibitor of the MEK-ERK (MAP kinase kinase-extracellular signal-
regulated kinase) pathway. We propose that signal transduction by autophosphorylation
of the C-terminal tyrosine residues is not the sole mechanism by which the activated MET
receptor can transmit RAS signaling and cell scattering.

INTRODUCTION

The scatter factor/hepatocyte growth factor (SF/HGF)
is a mesenchymal cytokine that acts predominantly on
cells of epithelial origin. According to its original iden-
tifications, SF/HGF promotes the scattering and/or
growth of various epithelial cells (Nakamura et al.,
1984, 1989; Stoker et al., 1987; Naldini et al., 1991). The
scattering response comprises initial cell dissociation
that involves cytoskeletal reorganization and loss of
intercellular junctions, followed by active migration.
In addition, SF/HGF has been shown to induce for-
mation of branches and tubules, suggesting that it
plays a role during epithelial morphogenesis (Monte-

¥ Corresponding author. E-mail address: vfafeur@infobiogen.fr.

©1999 by The American Society for Cell Biology

sano et al., 1991; Tsafarty et al., 1992). The expression
patterns in combination with the pleiotropic proper-
ties of SF/HGF support the idea that this ligand is an
important mediator of the interaction between the
epithelial and stromal compartments of various tis-
sues during normal and pathological development
(reviewed in Birchmeier and Birchmeier, 1993; Matsu-
moto and Nakamura, 1996).

A high-affinity receptor for SF/HGF has been iden-
tified as the MET tyrosine kinase receptor (Park et al.,
1987; Giordano et al., 1989; Bottaro et al., 1991; Naldini
et al., 1991). It is a 190-kDa transmembrane protein,
composed of an a subunit of 45 kDa disulfide linked to
a B3 subunit of 145 kDa, which contains the catalytic
domain. Upon ligand binding and subsequent dimer-
ization of MET, several tyrosine residues in the intra-
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cellular region of the 8 subunit become phosphory-
lated (Ponzetto et al., 1993; Zhu et al., 1994): Y1232,
Y1233, Y1347, and Y1354, or Y8, Y9, Y14, and Y15
when intracellular tyrosine residues of mouse MET
were numbered 1-16 (Weidner et al., 1995). Within the
~ tyrosine kinase domain, Y8 and Y9 are the major au-
tophosphorylation sites, and their mutations abolish
the biological activity (Longati et al., 1994). Outside the
kinase domain, the two autophosphorylation sites in
the C-terminal region, Y14 and Y15, are responsible
for the binding of various proteins known to interact
with MET, which include GRB2, SRC, PI3K, PLCy,
SHC, SHP-2, GAB], and most likely STAT3 (Ponzetto
et al., 1994; Pelicci et al., 1995; Fournier et al., 1996;
Weidner et al., 1996; Nguyen et al., 1997; Boccaccio et
al., 1998). More precisely, it was found that GRB2 is
only recruited by Y15, whereas seven distinct proteins
(SRC, PI3K, PLCy, SHC, SHP-2, GABI, and STAT3)
are recruited by both Y14 and Y15. All these signaling
molecules bind phosphorylated tyrosine residues via
their respective Src homology 2 domains, except for
GABI, which binds via a novel MET-binding domain
(Weidner et al., 1996). Taken together, this points to an
interesting characteristic of MET: a short sequence
located in the C-terminal tail and containing two ty-
rosine residues (Y14 and Y15), is alone responsible for
the recognition of several cytoplasmic effectors.

This multiplicity of substrates for the same region of
a receptor questions the sequential recognition and
relative contribution of these substrates to the pleio-
tropic activities of MET in epithelial cells, which in-
clude cell motility and morphogenesis. To unravel this
issue, several groups used a chimeric receptor strat-
egy. They established Madin-Darby canine kidney
(MDCK) cell lines expressing mutated MET chimeric
receptors in which tyrosine residues have been substi-
tuted to phenylalanine to prevent their phosphoryla-
tion. Using these cell lines, the ability of mutated
receptors to promote cell scattering (motile response)
and branching morphogenesis in collagen gels (mor-
phogenesis response) was determined. Single muta-
tions of Y15 led to controversial results on both cell
motility and morphogenesis (Ponzetto et al., 1994; Zhu
et al., 1994; Weidner et al., 1995). For example, muta-
tion of this tyrosine residue abolished cell motility in
one study (Zhu et al., 1994) but had no effect in another
(Weidner et al., 1995), Double mutations of both Y14
and Y15 consistently had an effect on cell motility,
resulting in either abolition (Ponzetto et al., 1994) or
reduction of cell motility (Weidner et al., 1995). In
addition, other tyrosine residues were found to con-
tribute to these biological activities. For example, Y16,
like Y15, could reduce cell morphogenesis, and muta-
tion of all C-terminal tyrosine residues, Y13-16, could
reduce but not abolish cell motility (Weidner et al.,
1995).
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Using transactivation assays, we recently demon-
strated that SF/HGF can induce a transcriptional re-
sponse in MDCK epithelial cells; this effect involves
RAS and ETS1 and results in the activation of specific
promoters containing ETS/AP1-binding sites (Fafeur
et al., 1997). To establish the relative contribution of the
C-terminal tyrosine residues of MET in transmitting
transcriptional activation, we cotransfected different
reporter genes containing ETS/ AP1-binding sites with
TRK-MET hybrid receptors, mutated or not on vari-
ous tyrosine residues. This led us to characterize fur-
ther in stable cell lines the biological effects mediated
by a TRK-MET receptor in which the four C-terminal
tyrosine residues (Y13-16) of MET were mutated. Our
results suggest that all signaling and biological activ-
ities of the activated MET receptor are not mediated
by the C-terminal tyrosine residues.

MATERIALS AND METHODS
Cytokines, Drug, and Cell Cultures

Human recombinant forms of SF/HGF and B-nerve growth factor
(B-NGF) were purchased from R & D Systems (Minneapolis, MN).
PD98059, a specific inhibitor of MEK1, was purchased from Calbio-
chem (La Jolla, CA). MDCK epithelial cells (kindly provided by Dr.
J. Jouanneau, Ecole Normale Supérieure, Paris, France) and NIH-
3T3 fibroblasts were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s me-
dium (DMEV,; Life Technologies, Grand Island, NY) supplemented
with 10% FCS and antibiotics at 37°C.

Plasmids

The various expression vectors of TRK~-MET were previously de-
scribed (Weidner et al., 1995). Briefly, the cDNA encoding the ex-
tracellular domain of the human high-affinity NGF receptor (TRK)
was fused to the sequence encoding the transmembrane and cyto-
plasmic region of mouse MET. Tyrosine-to-phenylalanine substitu-
tions were introduced into the TRK-MET ¢DNA by site-directed
mutagenesis using mismatched oligonucleotide primers.

The vector expressing the dominant negative form of RAS (pRSV-
RASN'?) was provided by Dr. S. Rayter (Sugen, Redwood City, CA).
The expression vector expressing the dominant negative form of
CDC42 (pMT90-CDC42N") was provided by Dr. P. Chavrier (Cen-
ter d'Immunologie, Marseille, France).

The reporter vectors used were as follows: Py-Luc contains three
tandem copies of a polyoma virus enhancer-derived sequence with
ETS/AP1-binding sites linked to the thymidine kinase promoter
and drives the luciferase reporter gene (Wasylyk et al., 1990); uroki-
nase plasminogen activator (uPA)-Luc contains a 90-bp Haelll frag-
ment of the mouse uPA promoter (—2446,—2356) linked to the uPA
proximal promoter (—114,+398) and drives the luciferase reporter
gene (Stacey et al., 1995); collagenase-Luc contains the (—517,+63)
region of the human collagenase 1 promoter sequence linked to the
luciferase gene (Schneikert et al., 1996).

Antibodies

Rabbit polyclonal antibodies anti-ERK2 and anti-MET SP260 (direct-
ed against the C-terminal tail of mouse ¢-MET) were purchased
from Santa-Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Rabbit polyclonal
antibodies anti-phospho-specific-MAPK (ERK), anti-SHC, and anti-
GAB1 were purchased from Biolabs (Northbrook, IL), Transduction
Laboratories (Lexington, KY), and Upstate Biotechnology (Lake
Placid, NY), respectively. Mouse monoclonal antibodies 4G10 anti-
phosphotyrosine and anti-GRB2 were purchased from Upstate Bio-
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technology and Transduction Laboratories, respectively. Alkaline .
phosphatase conjugates of antibodies directed against rabbit and

mouse immunoglobulin G were purchased from Sigma (St. Louis,
MO).

Transactivation Assays

The transactivation assays were performed as described previously
with minor modifications (Fafeur et al., 1997). Briefly, 15 x 10°
MDCK cells were cultured in 12-well plates and were transiently
transfected using a lipofection method. Cells were incubated with a
mixture of DNA (2.5 ug/ml) and Lipofect AMINE (Life Technolo-
gies; 20 ug/ml). In each experiment, plates were incubated with the
same total amount of plasmid DNA, completed as necessary with
the corresponding empty expression vector. The following day, cells
were stimulated with 10 ng/ml SF/HGF or 100 ng/ml NGF. Con-
trols consisted of unstimulated cells. Twenty-four hours later, cells
were disrupted in reporter lysis buffer (Promega, Madison, WI). The
supernatant was assayed for protein content and processed for
luciferase assays. The value obtained was normalized to the protein
content of the cell extract. Fold activation is the ratio from each
luciferase value, relative to the luciferase activity from the reporter
gene with empty expression vector. Triplicate samples were per-
formed in each experiment, and SDs are shown. Each experiment
was repeated at least twice with independent plasmid preparations
to assess reproducibility.

Stable Transfections

MDCK cells (6 X 10°/100-mm dish) were cultured for 24 h and then
transfected by lipofection with 10 ug of expression vectors, either
empty (pBAT), wild-type (WT) TRK-MET, or Y13-16F TRK-MET,
and 1 pg of pSV2-neo. For each vector, 20 ciones from two inde-
pendent transfections were selected after culture in neomycin-selec-
tive medium (0.8 mg/ml G418/DMEM and 10% FCS). The clones
were analyzed by Western blotting for expression of TRK-MET
hybrid receptors.

Metabolic Labeling and Immunoprecipitation

For metabolic labeling, MDCK cells (1.5 X 10° cells/100-mm dish)
were cultured for 2-3 d in DMEM and 10% FCS. The media were
replaced for 1 h by methionine- and cysteine-free modified Eagle’s
medium (MEM, Met™, Cys~; Life Technologies). During the last 2 h
of incubation cells were cultured in fresh MEM, Met~, Cys~, with
250 uCi/3 ml of L-[**S]methionine and cysteine (Tran®**S-Label, 1066
Ci/mmol; ICN, Costa Mesa, CA). At the end of the experiments,
cells were lysed and processed for immunoprecipitation as de-
scribed (Gilles et al., 1996). Briefly, identical trichloroacetic acid-
precipitable counts of proteins were immunoprecipitated and sep-
arated onto 10% SDS-polyacrylamide gels. Gels were fixed and
treated with DMSO containing 20% 2,5-diphenyloxazole for auto-
radiographic enhancement and exposed for autoradiography using
Hyperfilm-MP (Amersham International, Little Chalfont, England).

Immunoprecipitation and Western Blotting

MDCK cells (10 cells/100-mm dish) were cultured 1 d in DMEM
and 10% FCS and grown for a further 24 h in serum-free MEM. Cells
were lysed in lysis buffer (20 mM Tris-HCl, pH 7.8, 50 mM NaCl, 5
mM EGTA, and 1% vol/vol Triton X-100) containing freshly added
protease and phosphatase inhibitors (1 mM phenylmethyl sulfonyl
fluoride, 1 uM leupeptin, 2 uM aprotinin, 50 mM sodium fluoride,
and 4 mM sodium orthovanadate). Lysates were clarified by cen-
trifugation at 4°C, and protein concentration was determined by
Bio-Rad (Hercules, CA) protein assay. Appropriate antibodies were
incubated with total cell lysates overnight at 4°C, and antibodies
were then adsorbed on protein A-Sepharose for 1 h at 4°C. Immune
complexes were washed four times with ice-cold lysis buffer, eluted,
and denatured by heating for 3 min at 95°C in reducing Laemmli
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buffer. Immunoprecipitates (or cell lysates for direct analysis by
Western blotting) were separated on SDS-polyacrylamide gels. For
immunoblot analysis, proteins were transferred onto polyvinyli-
dene difluoride filters (Millipore, Bedford, MA). Filters were incu-
bated 1 h at 22°C in blocking buffer (0.2% wt/vol caseine and 0.1%
vol/vol Tween 20 dissolved in PBS) and probed 1 h at 22°C with
specific antibodies diluted in blocking buffer. After extensive wash-
ing, immune complexes were detected with species-specific second-
ary antiserum conjugated with alkaline phosphatase followed by an
enhanced chemiluminescence detection system (Aurora, ICN). For
membrane reprobing, filters were incubated in stripping buffer (0.2
M glycine, pH 2.2, 0.1% SDS, and 1% Tween 20); after extensive
washing, filters were incubated in blocking buffer and reprobed
with specific antibodies.

Association-Kinase Assay

This assay was performed either on stable transfectants or on tran-
siently transfected cells. MDCK cells (10° cells/100-mm dish) were
cultured for 24 h in DMEM and 10% FCS and transiently transfected
or not using the lipofection method. The cells were then grown for
24 h in DMEM and 0.5% FCS. The cells were then stimulated for 10
min with 100 ng/mi NGF or 10 ng/ml SF/HGF. After growth factor
treatment, cells were disrupted and immunoprecipitated with the
anti-MET antibody in lysis buffer, as described above. Immune
complexes and associated proteins were washed four times with
ice-cold lysis buffer and once in kinase buffer (50 mM HEPES, pH
7.5,150 mM NaCl, and 12.5 mM MgCl,). In vitro kinase assays were
performed at 37°C in 50 ul of kinase buffer containing 10 pCi
[y-°PJATP (4000 Ci/mmol) and 10 uM cold ATP for 15 min. Phos-
phorylated proteins were then resolved on SDS-polyacrylamide gels
and visualized by autoradiography.

Assays for Cell Scattering

Scattering from cell islets was performed as follows. MDCK cells
(6 X 10% cells per well) were seeded onto six-well plates and cul-
tured for 24 h in DMEM and 10% FCS, with or without 10 ng/ml
SF/HGF or 100 ng/ml NGF. The cell scattering from circular
wounds was performed essentially as described previously (Klein-
Soyer et al., 1986). Briefly, MDCK cells were seeded onto 12-well
plates and grown to confluence in DMEM and 10% FCS. A circular
wound was made in the center of the well using a calibrated
Whatman (Clifton, NJ) 3 MM paper disk (5 mm in diameter). MDCK
cells were cultured 4 d in DMEM and 10% FCS with or without 10
ng/ml SF/HGF or 10 ng/ml NGF. At the end of the experiments,
cells were fixed and stained (Diff-Quik; Dade AG, Diidingen, Swit-
zerland), and their morphologies were examined by light micros-

copy.

Assays for Cell Morphogenesis

Formation of cellular networks on Matrigel gels was performed as
follows. MDCK cells (4 X 10* cells per well) were plated on a layer
of 300 pl of Matrigel (Becton Dickinson, San Jose, CA) in 24-well
plates in DMEM and 10% FCS. The next day, cultures were stimu-
lated with or without 10 ng/ml SF/HGF or 100 ng/ml NGF for 24 h.
At the end of the experiments, cells were stained 20 min at 37°C
with neutral red (0.5% wt/vol), and fixed with 4% paraformalde-
hyde, and their morphologies were examined by light microscopy.

RESULTS

The Y13-16 C-Terminal Tyrosine Residues of MET
Are Not Required for Efficient Transcriptional
Activation

We transiently cotransfected MDCK epithelial cells
with both the TRK-MET hybrid receptor mutated on
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A specific tyrosine residues and the Py-Luc reporter,
which contains an ETS/AP1-responsive element. The
TRK-MET hybrid receptor consists of the ligand-bind-
ing domain of the NGF receptor (TRK) fused to the
kinase domain of MET. This hybrid receptor has been
shown to mediate MET-specific signals in epithelial
cells in response to NGF (Weidner et al., 1993, 1995).

We found that TRK-MET mutated on tyrosine res-
idues 8 and 9 (Y8,9F) of the tyrosine kinase region was
unable to induce transactivation of the Py-Luc re-
porter (Figure 1A). These results showed that the ty-
rosine kinase activity of the MET receptor is essential
for inducing this transcriptional response.

By contrast, mutations of tyrosine residues of the C-
terminal tail of MET did not abrogate its ability to trans-
mit transactivation. As shown in Figure 1A, single (Y13,
Y14, Y15, or Y16), double (Y14-15), or complete Y to F
(Y13-16) mutations of C-terminal tyrosine residues of
the receptor mediated a transcriptional response, like the
B 20 WT receptor. Similar results were obtained using uPA-

or collagenase-Luc reporters (Figure 1B), in which func-
tional ETS/AP1 have been identified (Gutman and Wa-
sylyk, 1990; Rorth et al., 1990; Fafeur et al., 1997). In all of

these transactivation assays, a decrease in transcriptional
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activation in cells transfected by Y13-16F TRK-MET ver-
sus WT TRK-MET receptors was never >30% and was
not systematically observed. In addition, dose-response
experiments were performed using increasing concen-
trations of expression vectors for WT and Y13-16F TRK~
MET. Each concentration was found to be effective: op-
timal induction was obtained with 200 ng/ml expression
vector for WT or Y13-16F TRK-MET, and higher con-
centrations (up to 1 ug/ml) did not decrease transacti-
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4 Figure 1. Mutation of the C-terminal tyrosine residues of MET
does not abolish its ability to transmit a transcriptional response,
involving ETS/AP1-binding sites. (A) MDCK cells were transiently
cotransfected with 0.5 ng/ml Py-Luc reporter and 1 ug/ml vectors,
either empty (vector), or expressing WT TRK-MET receptor (WT) or
2 TRK-MET receptor, mutated on various tyrosine residues (Y-F).
The following day, MDCK cells were stimulated with 100 ng/ml
1 NGF, and the luciferase activity was measured 24 h later. (B) MDCK
cells were transiently cotransfected with 1 ug/ml vectors, either
0 , empty or expressing WT or Y13-16F TRK-MET receptor, and 0.5
\o" {\‘\ & pg/ml uPA- or collagenase-Luc reporters. Treatment with NGF and
< NS measurement of the relative luciferase activity were as described
4 o above. (C) NIH-3T3 cells were transiently cotransfected with 1
ug/ml vectors, either empty or expressing WT or Y13-16F TRK-
MET receptor, and 0.5 ug/ml Py-Luc reporter. Treatment with NGF
and measurement of the relative luciferase activity were as de-
scribed above.

Relative Luc Activity
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Figure 2. Expression and NGF-dependent auto-
phosphorylation of WT and Y13-16F TRK-MET
receptors in stably transfected MDCK cells. (A)
Proteins from stable transfectants of MDCK cells
were metabolically labeled with [3*S]methionine
and [*S]cysteine, and both endogenous and hy-
brid receptors were immunoprecipitated using
the anti-MET antibody. The proteins were re-
solved by 7% SDS-PAGE and visualized by auto-
radiography. On the top of each lane, the name of
the cell line is indicated, corresponding to stable
transfection by empty vector (=), WT TRK-MET
receptor (MET), or Y13-16F TRK-MET receptor
(MET*), and the clone number is indicated in
brackets. (B) Stable transfectants of MDCK cells
were stimulated (+) or not (—) with 100 ng/ml
NGF for 10 min. Endogenous and hybrid recep-
tors were immunoprecipitated using the anti-
MET antibody, and immunoprecipitates were
subjected to an in vitro kinase assay, using
[y-**PJATP. The proteins were resolved by 5%
SDS-PAGE and visualized by autoradiography.
Left panel, sample from the MET (5) cell line,
immunoprecipitated and revealed by immunoblot
using the anti-MET antibody. Arrows a, b, 1, and
2 on the left indicate positions of MET precursor,
MET g-subunit, nonglycosylated TRK-MET, and
fully glycosylated TRK-MET, respectively. Right,
molecular mass markers.

activation of the Py-Luc reporter independently of
endogenous functional MET receptors.

Taken together these results demonstrated that a
TRK-MET receptor mutated on Y13-16 residues can
transmit a transcriptional response, involving activa-
tion of promoter elements containing ETS/AP1-bind-
ing sites.

The Y13-16F TRK-MET Receptor Can Promote Cell
Motility but Fails to Promote Cell Morphogenesis

To investigate whether these sites are required for cell
motility and morphogenesis, we have generated stable
MDCK cell lines expressing WT and Y13-16F TRK-
MET receptor. Stable transfectants of MDCK cells
were selected for the expression of the TRK-MET
hybrid receptor, and clones, obtained from indepen-
dent transfections, were further analyzed. Immuno-
precipitations were performed using an anti-MET an-
tibody, which recognizes both hybrid TRK-MET and
endogenous MET receptors. In nontransfected MDCK
cells, immunoprecipitation analysis revealed the pres-
ence of the 170-kDa precursor and the 145-kDa S-sub-
unit of the endogenous MET receptor (Figure 2A). In
MDCK cells transfected with the TRK-MET receptors,
two new bands were detected; an upper band at ~150
kDa and a lower band at ~125 kDa, which correspond
to the fully glycosylated and nonglycosylated hybrid
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receptors, respectively (Ponzetto et al., 1996) (Figure
2A). After kinase assay, phosphorylation of TRK-
MET, but not of endogenous MET, was induced by
NGF in all TRK-MET cell lines (Figure 2B).

The motile responses of the stable cell lines were
examined in two different assays. First, the cells were
seeded at low density, allowing the cells to grow as
islets. Addition of SF/HGF for 24 h caused scattering
of all cell lines (Figure 3A), whereas addition of NGF
caused cell scattering only in TRK-MET cell lines (Fig-
ure 3A). Similar results were observed in a wound
assay, in which scattering is measured from confluent
monolayers. Stable transfectants were grown up to
confluence, and circular wounds were performed with
a calibrated disk. From this wound, the cells can dis-
sociate, migrate, and proliferate. In the presence of
serum, the size of the hole was smaller in SF/HGF-
treated cells compared with untreated cells (Figure
3B). In parallel experiments, we established that SF/
HGF was unable to induce proliferation of MDCK
cells in culture medium containing either low (0.5%)
or regular (10%) serum concentration (our unpub-
lished results). In this wound assay, we propose that
we primarily demonstrated the scattering effect of SF/
HGF from the wound, allowing the loss of cell contact
inhibition, leading, as a secondary effect, to an increase
in cell proliferation and to the reconstitution of the cell
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Figure 4. The Y13-16F TRK- 16
MET receptor retains the ability
to transactivate the Py-Luc re-
porter in stable transfectants. (A)
Stable transfectants of MDCK
cells were transiently transfected
with 0.5 pg/ml Py-Luc reporter.
The following day, cells were
stimulated for 24 h with 100
ng/ml NGF (black bars) or with-
out (white bars), and luciferase
activity was measured. (B)
MDCK cells were transiently co-
transfected with 1 pg/ml vec-
tors, either empty or expressing
WT or Y13-16F TRK-MET recep-
tor, and 0.5 ug/ml Py-Luc re-
porter. The following day, 0
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MDCK cells were stimulated
with 100 ng/mi NGF, and the
luciferase activity was measured
24 h later.

-(1)  MET(5)

layer. This wound assay also demonstrated that NGF
caused scattering in all TRK-MET cell lines (Figure
3B).

The response of TRK-MET cell lines to NGF was
different in morphogenesis assays. After seeding on
Matrigel gels, small aggregates of cells were obtained
within 24 h. The next day, SF/HGF was added for
24 h, and most of the cells became fusiform and pro-
pelled extensions, resulting in the formation of a spi-
der web-like network in all stable transfectant MDCK
cells (Figure 3C). A similar network formation was
obtained with NGF but only in the stable cell line
expressing WT TRK-MET (Figure 3C). The absence of
morphogenetic effect of NGF on mutated TRK-MET
cell lines was confirmed in a collagen gel assay. Stable
transfectants were cultured at low density within the
collagen gel until spherical cyst formation occurred.
SF/HGF was then added for 3 d, resulting in the

Figure 3 (facing page). Effect of SF/HGF and NGF on the induc-
tion of cell scattering and morphogenesis in stably transfected
MDCK cells. (A) Scattering from cell islets. Stable transfectant
MDCK cells were seeded at low density. The next day cells were
cultured for 24 h in the absence (C) or presence of 10 ng/ml
SF/HGF (SF) or 100 ng/ml NGF. Magnification, 20X. (B) Scatttering
from confluent cells. Stable transfectant MDCK cells were grown to
confluence. Circular wounds were performed with a calibrated disk,
and cultures were stimulated or not with 10 ng/ml SF/HGF or 100
ng/ml NGF for 4 d. Magnification, 8X. (C) Morphogenesis in Ma-
trigel gel. Stable transfectants of MDCK cells were cultured on
Matrigel gels. The following day, cells were incubated with or
without (C) 10 ng/ml SF/HGF or 100 ng/ml NGF for 24 h. Mag-
nification, 25X.
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formation of branching cords extending from the cysts
into the surrounding collagen gel in all stable cell
lines. Consistent with previous studies (Weidner et al.,
1995), NGF induced a similar morphological effect in
stable cell lines expressing WT TRK-MET and was
unable to induce this effect in stable cell lines express-
ing Y13-16F TRK-MET receptor (our unpublished re-
sults).

The Y13-16F TRK-MET Receptor Retains the Ability
to Induce Transcriptional Activation in Stable
Transfectants

The ability of the Y13-16F TRK-MET receptor to trans-
mit a transcriptional response (see Figure 1) was con-
firmed using transfection of the Py-Luc reporters in
stable MDCK clones expressing TRK-MET receptors.
Both cell lines expressing WT or mutated TRK-MET
receptor, stimulated by NGF, could transmit a tran-
scriptional response (Figure 4A) at a similar level than
after stimulation by SF/HGF (also see Figure 7A). It
should be noted that in the absence of NGF, the cell
line expressing WT TRK-MET showed a higher basal
transcriptional activation compared with the control
and mutated receptor cell line (Figure 4A). This was
consistent with a higher basal scattering and phos-
phorylation of this WT TRK-MET receptor cell line
(Figures 2B and 3A).

The principal difference between stable cell lines
and transiently transfected cells was a stronger re-
sponse to NGF (Figure 4, compare A and B). Transient
transfection can result in overexpression of the trans-
fected tyrosine kinase receptors leading to autono-
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mous dimerization and autophosphorylation in the
absence of the ligand (Taylor et al., 1995). By measur-
ing tyrosine phosphorylation of the immunoprecipi-
tated MET receptor in transiently transfected cells, we
verified that the TRK-MET receptors were phosphor-
ylated without NGF and that this effect was only
slightly enhanced by NGF (our unpublished results).
In addition, the activation of the TRK-MET receptor in
the absence of its ligand appeared to be related to the
transient transfection, because in stably transfected
cells a lower basal transcriptional effect was found
(Figure 4, compare A and B).

The Y13-16F TRK-MET Receptor Fails to Bind or
Activate GRB2, SHC, PI3K, and GAB1

The transcriptional and the motile responses mediated
by the mutated TRK-MET receptor suggested that
MET can activate signaling pathways independently
of the phosphorylation of its C-terminal tyrosine res-
idues. Nonetheless, previous studies demonstrated
that these tyrosine residues are required for recruit-
ment and activation of multiple proteins known to be
involved in signal transduction by MET (Ponzetto et
al., 1994; Pelicci et al., 1995; Fournier et al., 1996;
Weidner et al., 1996; Nguyen et al., 1997). To check the
ability of the WT and mutated TRK-MET receptor to
recruit these proteins in vivo, we performed coimmu-
noprecipitation experiments in MDCK cells.

After autophosphorylation, the MET receptor can
recruit GRB2 directly (Ponzetto et al., 1994; Fournier et
al., 1996). Immunoprecipitations were performed us-
ing the anti-MET antibody, and immunoprecipitates
were analyzed by Western blotting using the anti-
GRB2 antibody. As expected, NGF stimulation en-
hanced the recruitment of GRB2 in WT TRK-MET cell
lines, whereas the amount of GRB2 was similar with
or without NGF stimulation in stable cell lines ex-
pressing Y13-16F TRK-MET (Figure 5A, left panel).
The fact that in the Y13-16F TRK-MET cell line (Met*
20) SF/HGF, but not NGF, enhanced GRB2 recruit-
ment demonstrated that signaling mediated by endog-
enous and chimeric receptors are distinguishable. Sim-
ilarly, in normal MDCK cells, NGF could induce GRB2
recruitment, after transient transfection of WT, but not
of mutated Y13-16F TRK-MET receptors (Figure 54,
right panel).

The MET receptor can also recruit GRB2 indirectly,
after SHC adaptor recruitment and activation by MET
(Pelicci et al., 1995). After immunoprecipitation of
SHC, proteins were analyzed by Western blotting us-
ing an anti-GRB2 antibody. In stable cell lines express-
ing WT TRK-MET receptor, NGF stimulation en-
hanced recruitment of GRB2 by SHC, whereas in
stable cell lines expressing Y13-16F TRK-MET recep-
tor, the quantities of GRB2 were similar with or with-
out NGF stimulation (Figure 5B).
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The phosphorylated MET receptor can associate
with PI3K (Ponzetto et al., 1993; Rahimi et al., 1996).
The association of p85 PI3K with the WT TRK-MET
receptor was not detected in stable MDCK cell lines.
Because transient transfection allows high expression
of the chimeric receptor (see Figure 5A), the recruit-
ment of p85 PI3K was examined in MDCK cells tran-
siently transfected by TRK-MET receptors. Although
p85 PI3K was recruited by the WT TRK-MET recep-
tor, it was not recruited by the mutated Y13-16F TRK~
MET receptor (Figure 5C). The same result was ob-
tained after cotransfection of TRK-MET receptors and
p85 PI3K (our unpublished results).

Finally, we investigated the ability of the WT and
mutated TRK-MET receptor to activate or to associate
GABI (Weidner et al., 1996; Nguyen et al., 1997). After
immunoprecipitation of GABI1, proteins were ana-
lyzed by Western blotting using an anti-phosphoty-
rosine antibody. In stable cell lines expressing WT
TRK-MET receptors, phosphorylation of GAB1 was
detected, and stimulation by NGF enhanced its phos-
phorylation. In contrast, in stable cell lines expressing
Y13-16F TRK-MET receptor, phosphorylation of
GABI1 was not detected either with or without NGF
(Figure 5D, left panel). Similar results were obtained
with MDCK cells transiently cotransfected by TRK-
MET receptors and an expression vector for GAB1
tagged with a Flag epitope. In contrast to the WT
TRK-MET receptor, no detectable binding of mutated
TRK-MET receptor was found after immunoprecipi-
tation of GABI1, indicating that the WT but not the
mutated TRK-MET receptors can associate with GAB1
(Figure 5D, right panel).

The Mutated TRK-MET Receptor Retains the
Ability to Associate and Phosphorylate a ~250-kDa
Protein

To determine the ability of the MET receptor to recruit
and phosphorylate proteins in MDCK cells, we used a
sensitive association-kinase assay, in which immuno-
precipitated MET receptors are subjected to an in vitro
kinase assay using radiolabeled [y-**P]ATP (Figure
6A). The immunoprecipitated MET receptors can
phosphorylate both themselves and cytoplasmic li-
gands (Bardelli et al., 1997; Nguyen et al., 1997). In
preliminary experiments, we established that this as-
say was more sensitive than simple association exper-
iments, in which the phosphorylated proteins are re-
vealed by immunoblot using an anti-phosphotyrosine
antibody after immunoprecipitation of MET. The sen-
sitivity of the test was also enhanced by performing
transient transfections of the TRK-MET receptors in
MDCK cells.

As shown in Figure 6, phosphorylation of the en-
dogenous MET receptor was similarly detected in cells
nontransfected (NT) or transfected with the empty
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Figure 5. Y13-16F TRK-MET recep-
tor fails to bind or activate known sig-
naling proteins. (A) Left panel, stable
transfectants were stimulated (+) or
not (—) with 100 ng/ml NGF or 10
ng/ml SF/HGF (SF) for 10 min. En-
dogenous and hybrid receptors were
immunoprecipitated using the anti-
MET antibody. Proteins were resolved
by 12% SDS-PAGE and analyzed by
Western blotting, Part of the filter was
incubated with the anti-GRB2 anti-
body (top), whereas the other part was
incubated with the anti-MET antibody
(bottom). Right panel, MDCK cells
were transiently transfected with 2
ug/ml empty, WT, or Y13-16F expres-
sion vectors. The following day, cells
were stimulated with 100 ng/ml NGF
for 10 min. Endogenous and hybrid
receptors were then immunoprecipi-
tated using the ant-MET antibody.
The proteins were resolved by 10%
SDS-PAGE and analyzed by Western
blotting. Part of the filter was incu-
bated with the ant-GRB2 antibody
(top), whereas the other was incubated
with the anti-MET antibody (bottom).
(B) Stable transfectants were stimu-
lated (+) or not (=) with 100 ng/ml
NGEF for 10 min. Cellular extracts were
immunoprecipitated using the anti-
SHC antibody. Immunoprecipitates
were resolved in 10% SDS-PAGE and
analyzed by Western blotting using
the anti-GRB2 antibody (top). The
amount of SHC in each cellular extract
(30 pg of protein) was determined by
Western blotting using the anti-SHC
antibody (bottom). (C) MDCK cells
were transiently transfected with 2
ug/ml empty, WT, or Y13-16F expres-
sion vectors. The following day, cells
were stimulated with 100 ng/ml NGF
for 10 min. Endogenous and hybrid
receptors were immunoprecipitated
using the anti-MET antibody. The pro-
teins were resolved by 7% SDS-PAGE
and analyzed by Western blotting. Part
of the filter was incubated with the
anti-PI3K antibody (top), whereas the
other was incubated with the anti-
MET antibody (bottom). (D) Left
parnel, stable transfectants were stimu-
lated (+) or not (=) with 100 ng/ml
NGF for 10 min. Cellular extracts were
immunoprecipitated using the an-
GABI antibody. Immunoprecipitates
were resolved in 7% SDS-PAGE and
analyzed by Western blotting using
the anti-phosphotyrosine antibody
(top). The amount of GAB1 in each

RAS Signaling by a Mutated MET Receptor

A @,\ \\W\ K 00\
D >
, \“é @é @ N K
—_— — — <;~° R
SF S8
-— 25 — —

IP: o MET, WB: o« GRB2

175 — 175 —
-08
IP: o MET, WB: o MET
B o S C
0 g.\ *\ <
\\ é é < \Q
, & & °\° A B’
FOSE NES
NGF - + - + - + - +
-
25 — i w ~ F P 83 - -
IP: o MET, WB: o PI3-K
IP: « SHC, WB : o GRB2
175 =
o e -1
47 —
WB : o SHC IP: « MET , WB: o MET
<
D D ) s s"‘b
9
& o *\e Ee
S ¢ &
NOF “é « GAB1

83 —

IP: o GAB1, WB : o P-Y

Bar o

WB GAB1

176 —

f

IP: o GAB1, WB: o« MET

1756 —

tH

WB: o MET
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molecular mass markers.
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kDa

Figure 6. Detection of phosphorylated MET-as-
sociated proteins. (A) MDCK cells were tran-
siently transfected with 2 ug/ml empty (-), ki-
nase-inactive (K1108A), WT, or Y13-16F TRK~
MET expression vectors. The following day, cells
were stimulated with 100 ng/ml NGF for 10 min.
& Last two columns, nontransfected MDCK cells
were stimulated or not with 10 ng/ml SF/HGF
for 10 min. Endogenous and hybrid receptors

175 —

were then immunoprecipitated using the anti-
a MET antibody. Immunoprecipitates were sub-
2 jected to an in vitro kinase assay using
b [y-*3P]ATP. Phosphorylated proteins were re-
solved on the same 7% SDS-polyacrylamide gel
and visualized by autoradiography. Left, molec-

83—

vector (vector) or a kinase inactive receptor (K1108A,
which fails to bind ATP). In nontransfected cells, stim-
ulation by SF/HGF enhanced the amount of phos-
phorylated MET, but none of the other phosphory-
lated bands was clearly detected.

The WT and Y13-16F TRK-MET receptor samples
were assayed in duplicate to ensure reproducibility
(Figure 6A), and the level of expression of the trans-
fected receptors was verified by Western blotting (Fig-
ure 6B). In WT TRK-MET-transfected cells, a number
of phosphorylated bands were detected, in particular
at molecular masses ranging from 180 to 140 kDa. A
lower exposure of the gel allowed identification of the
MET and TRK-MET receptors. Outside of this region
of the gel, five less-phosphorylated bands were de-
tected at molecular masses of ~250, 230, 110, 80, and
70 kDa (Figure 6B, arrows). In Y13-16F TRK-MET-
transfected cells, the TRK-MET receptor was less
phosphorylated than in WT TRK-MET-transfected
cells; a result consistent with the loss of the C-terminal
autophosphorylation sites. In agreement with the
demonstration that C-terminal tyrosine residues are
necessary for recruitment of intracellular proteins
(Ponzetto et al., 1994; Pelicci et al., 1995; Fournier et al.,
1996; Weidner et al., 1996; Nguyen et al., 1997), four of
the phosphorylated MET-associated bands (molecular
masses of ~230, 110, 80, and 70 kDa) were lost in the
Y13-16F TRK-MET receptor versus the WT TRK-MET
receptor. Most importantly, the ~250-kDa phosphor-
ylated band was still detected in the Y13-16F receptor,
suggesting that independently of the phosphorylation
of the C-terminal tyrosine residues, the MET receptor
can still bind and phosphorylate an intracellular pro-
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ular mass markers. Right, MET precursor (a),
MET B-subunit (b), nonglycosylated TRK-MET
(1), and fully glycosylated TRK-MET (2). Arrows
indicate phosphorylated bands detected in WT
transfected cells, and the asterisk indicates the
phosphorylated band detected both in WT and
Y13-16F-transfected cells. (B) Cellular extracts
(50 ug of protein) of A were resolved by 7%
SDS-PAGE and analyzed by Western blotting us-
ing the anti-MET antibody.

tein. This phosphorylated band of ~250 kDa did not
correspond to a known ligand and did not comigrate
(our unpublished results) in SDS-PAGE with the
~220- and ~185-kDa tyrosine-phosphorylated pro-
teins previously identified in MDCKT1 cells, an MDCK
cell line constitutively dissociated (Webb et al., 1996).

Y13-16F TRK-MET Retains the Ability to Activate
RAS Signaling, Which Is Involved in the Scattering
Response

As previously reported, SF/HGF and RAS have a
similar ability to induce a transcriptional response
involving ETS/AP1-binding sites (Fafeur et al., 1997).
To investigate whether the RAS pathway is involved
in mediating this transcriptional response, stable cell
lines were transiently transfected with both the Py-
Luc reporter and dominant negative mutants of small
GTP-binding proteins, RAS N17 and CDC42 N17. We
found that in MET*(12) cells, RASN17 was able to
inhibit basal and SF/HGF- or NGF-stimulated trans-
activation of the Py-Luc reporter gene. In contrast,
CDC42N17 was unable to inhibit transactivation;
rather, it enhanced these transcriptional responses
(Figure 7A). It is worth noting that both stimulated
and basal activities could be mediated by the same
factors. Similar results were obtained in stable cell
lines expressing WT TRK-MET (our unpublished re-
sults).

We also investigated in MDCK cells expressing the
mutated receptor whether the phosphorylation of
ERK1 and ERK2, two target kinases of RAS, were
induced by NGF. Cellular extracts of MDCK cells from
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Figure 7. Mutated MET receptor induces RAS signaling, which is necessary for cell scattering. (A) Effect of RAS N17 and CDC42 N17
on transactivation of the Py-Luc reporter vector in a mutated receptor cell line. The stable transfectant of the mutated receptor (MET*, clone
12) was transiently transfected with 0.5 ug/ml Py-Luc reporter and 0.5 pg/ml expression vectors of RAS N17 or CDC42 N17 dominant
negative mutants. Cells were incubated the next day with 10 ng/ml SF/HGF (dashed bars) or 100 ng/ml NGF (black bars) or without
(white bars) for 24 h, and luciferase activity was measured. (B) Effect of the mutated MET receptor on ERK phosphorylation. Left panel,
stable transfectants were stimulated (+) or not (—) with 100 ng/ml NGF for 10 min. Right panel, MDCK cells were transiently transfected
with 1 pg/ml empty, WT, or Y13-16F TRK-MET expression vectors and were stimulated the next day by NGF (100 ng/ml). Cellular
extracts (50 ug) were resolved by 10% SDS-PAGE. The proteins were analyzed by Western blotting using an antibody directed against
phosphorylated ERK1,2 (top). The filter was dehybridized and reprobed using the anti-ERK2 antibody, which also recognizes ERK1
(bottom). Arrowhead, position of ERK1; arrow, position of ERK2. (C) Effect of an inhibitor of MEK1 on cell scattering in a mutated receptor
cell line. Left panel, stable transfectants expressing the mutated receptor (clone 12) were treated for 45 min with 50 pM PD98059 and then
stimulated (+) or not (—) with 100 ng/ml NGF for 10 min. Fifty micrograms of cellular extract were resolved by 10% SDS-PAGE. The
proteins were analyzed by Western blotting using an antibody directed against phosphorylated ERK1,2 (top). The filter was dehybridized
and reprobed using the anti-ERK2 antibody, which also recognizes ERK1 (bottom). Arrowhead, position of ERK1; arrow, position of ERK2.
Right panel, stable transfectants expressing the mutated receptor (clone 12) were seeded at low density. The following day cells were
treated for 45 min with 50 uM PD98059 and cultured for 24 h in the presence or absence of 100 ng/ml NGF. Magnification, 20X.

stable (Figure 7B, left panel) or transient (Figure 7B,  mutated receptor cell lines, were determined on the
right panel) transfections were Western blotted using  same samples that allowed the demonstration of an
an antibody directed against phosphorylated ERK1,2.  absence of GRB2 recruitment through SHC activation
After NGF stimulation, both WT and Y13-16F TRK- (see Figure 5B).

MET receptors were able to mediate the phosphoryla- Finally, we used PD98059, a pharmacological inhib-
tion of ERK1,2 in a similar manner (Figure 7B). These  itor of MEK1, which belongs to the RAS signal trans-
phosphorylations of ERK1,2, induced by NGF in the  duction cascade leading to the phosphorylation of
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ERK1,2. In stable transfectants expressing the mutated
Y13-16F receptor, the scattering induced by NGF was
abolished by addition of 50 uM PD98059, demonstrat-
ing that the motile response induced by the mutated
TRK-MET receptor is transmitted by this downstream
pathway of RAS (Figure 7D). In the same experiment,
cell extracts were obtained in parallel, and this con-
centration of PD98059 was found to be effective in
inhibiting phosphorylation of ERK1,2 (Figure 7D).

These results demonstrated that the motile response
induced by the mutated TRK-MET receptor correlated
with its ability to induce ERK1,2 phosphorylation and
RAS-dependent transcriptional activation and was
abolished after treatment of the cells by an inhibitor of
the MEK-ERK1,2 pathway.

DISCUSSION

The recruitment via phosphorylated tyrosine residues
of proteins responsible for activation of a signaling
pathway is a well-established mechanism used by ty-
rosine kinase receptors to mediate signal transduction
(reviewed in Schlessinger, 1994; Van der Geer et al.,
1994). After ligand binding, receptor dimerization,
and autophosphorylation, various proteins are re-
cruited to phosphorylated tyrosine residues on the
receptor. The MET receptor fits into this scenario,
because the two autophosphorylation sites in the C-
terminal region of MET, Y14 and Y15, are responsible
for the binding of several proteins known to interact
with the receptor; these include GRB2, SHC, GABI,
PI3K, PLCy, SHP2, SRC, and most likely STAT3
(Ponzetto et al., 1994; Pelicci et al., 1995; Fournier et al.,
1996; Weidner et al., 1996; Nguyen et al., 1997; Boccac-
cio et al., 1998). Most of these proteins are capable of
activating RAS signaling. For example, the Y15. of
MET can specifically recruit GRB2, an adaptor protein
that couples activated receptor tyrosine kinases to
SOS, promoting activation of RAS (Buday and Down-
ward, 1993; Gale et al., 1993; Li ef al., 1993). Both Y14
and Y15 form a multisubstrate-binding site for all
other cytoplasmic effectors. When SHC is recruited
and phosphorylated by the receptor, it can then asso-
ciate with GRB2, which activates the RAS pathway
(Pelicci et al., 1995). GAB1 is a multifunctional protein
that can interact with MET both directly and indirectly
via GRB2 (Holgado et al., 1996; Weidner et al., 1996;
Nguyen et al., 1997). Its overexpression in epithelial
cells leads to phosphorylation of downstream targets
of the RAS pathway, the MAP kinases ERK1,2
(Weidner et al., 1996). PI3K consists of two subunits,
p85, which contains Src homology 2 domains involved
in MET receptor interaction, and p110, the catalytic
subunit. The RAS protein has been shown to bind to
the p110 subunit (Rodriguez-Viciana et al., 1994), and
a constitutively activated mutant form of PI3K can
activate the RAS pathway in fibroblasts (Hu et al.,
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1995). Taken together, these data suggest that muta-
tions of both Y14 and Y15 of the MET receptor could
impair activation of the RAS cascade.

The Y13-16F MET Transmits Efficient RAS Signaling

By establishing the relative contribution of these ty-
rosine residues in transmitting transcriptional activa-
tion by the MET receptor, we found that neither sin-
gle, double, nor complete mutations of the four
C-terminal tyrosine residues impaired the transcrip-
tional response. This led us to demonstrate in vivo
that the Y13-16F MET receptor can transmit efficient
RAS signaling, including ERK phosphorylation and
RAS-dependent transcriptional activation, despite the
fact that this mutated MET receptor, as expected, was
unable to recruit GRB2, SHC, GABI, and PI3K.

Within the family of tyrosine kinase receptors, sim-
ilar approaches have been undertaken to examine the
relative contribution of tyrosine residues in transmit-
ting signal transduction. Mutations of tyrosine resi-
dues of the platelet-derived growth factor and NGF
receptors abolished the recruitment of signaling pro-
teins and consequently abolished the induction of sig-
naling pathways, including the RAS cascade (Valius
and Kazlauskas, 1993; Stephens et al., 1994). Interest-
ingly, the mutations of the tyrosine residues of the
EGF and fibroblast growth factor (FGF) receptors abol-
ished the recruitment of all previously identified pro-
teins, including GRB2, but did not impair induction of
the RAS cascade (Li et al., 1994; Mohammadi et al.,
1996). It is clear that the MET receptor behaves differ-
ently than the EGF and basic FGF receptors. Indeed, it
was demonstrated that both EGF and FGF receptors
mutated on autophosphorylation tyrosine residues
can recruit GRB2 indirectly, via SHC activation (Li et
al., 1994, Mohammadi et al., 1996), whereas in our
study SHC is not activated by the mutated MET re-
ceptor.

According to other studies, signal transduction by
the mutated tyrosine kinase receptor can be ex-
plained by heterodimerization with related endog-
enous receptors (Wright et al., 1995). In the present
study, we provide evidence that the TRK-MET re-
ceptor does not function through endogenous MET.
In MDCK cell lines expressing TRK-MET receptors,
we found that stimulation with NGF induced TRK-
MET phosphorylation without affecting phosphory-
lation of the endogenous MET receptor (Figure
2B). Furthermore, we found that the mutated TRK-
MET receptor cannot transmit signal transduction
through the endogenous MET receptor. First, using
the anti-MET antibody, both the endogenous and
transfected receptors were immunoprecipitated
from MDCK cells. In cells expressing the mutated
TRK-MET receptor, NGF did not induce either re-
cruitment or activation of endogenous MET sub-
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strates, such as GRB2, PI3K, and GABI1, whereas
SF/HGF was able to induce recruitment of GRB2
(Figure 5). Second, we did not observe a RAS-de-
pendent transcriptional response using kinase de-
fective MET receptors (Y8,9F, which is mutated on
tyrosine residues of the kinase region, or K11084,
unable to bind ATP; Figure 1 and our unpublished
results). This is in contrast to the demonstration that
a kinase-defective EGF receptor can heterodimerize
with an ERB2/NEU receptor and that this het-
erodimer causes activation of RAS signaling (Wright
et al., 1995). Finally, by performing transactivation
assays in NIH 3T3 fibroblasts, we found that TRK-
MET receptors induced a transcriptional response,
whereas these cells did not respond to SF/HGEF,
suggesting that this response is independent of the
presence of functional endogenous MET receptors
(Figure 1C). It is therefore unlikely that TRK-MET
functions through indirect recruitment of proteins
via endogenous MET.

A most likely interpretation of our data is that the
mutated MET receptor can still recruit and phosphor-
ylate original proteins. To detect the MET-associated
and -phosphorylated proteins, a sensitive association—
kinase assay was performed from MDCK cells tran-
siently transfected by the TRK-MET receptors. In cells
transfected with the WT receptor, at least five MET-
associated phosphorylated bands (molecular masses
of ~250, 230, 110, 80, and 70 kDa) were detected,
which were not observed in nontransfected cells. The
phosphorylated bands at ~110, 80, and 70 kDa could
correspond to known signaling proteins, i.e., GAB1
(110 kDa), PI3K (85 kDa), SHP2 (80 kDa), and the
high-molecular-weight form of SHC (66 kDa). In con-
trast, the phosphorylated bands of ~250 and 230 kDa
did not correspond to known ligands and did not
comigrate (our unpublished results) in SDS-PAGE
with the ~220- and 185-kDa tyrosine-phosphorylated
proteins previously identified in MDCK1 cells, an
MDCK cell line constitutively dissociated (Webb et al.,
1996). In cells transfected with the mutated receptor,
the ~220-, 110-, 80-, and 70-kDa MET-associated
bands were lost, whereas the ~250-kDa band was not.
This result suggests that the MET receptor is able to
bind and phosphorylate a protein independently of
the phosphorylation of the C-terminal residues. Fur-
ther experiments will be aimed to identify this protein
and its possible implication in biological effects trans-
mitted by the MET receptor.

RAS Signaling Transmitted by Y13-16F MET Is
Sufficient to Promote Cell Motility but Not Cell
Morphogenesis

We investigated cell morphogenesis and scattering
transmitted by the chimeric TRK-MET receptors. We
found that the mutated receptor was unable to pro-
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mote branching morphogenesis of MDCK cells. This
lost capacity is in agreement with the conclusion of
previous studies performed in three-dimensional cul-
tures in collagen gels (Zhu et al., 1994; Weidner et al.,
1995; Fournier et al., 1996; Sachs et al., 1996). In the
present study, we also demonstrated that the morpho-
genetic capacity of MDCK cells can be investigated on
Matrigel gels; this assay allows the formation of a
cellular network by branching morphogenesis over
24 h, a time scale comparable to the one used in a
classical scattering assay (Zhu et al., 1994; Weidner et
al., 1995; present study), whereas branching morpho-
genesis in collagen gels requires 1-2 wk.

In contrast to cell morphogenesis, the measurement
of cell scattering has given contradictory results as
reported by Ponzetto et al. (1994), Zhu et al. (1994),
Weidner et al. (1995), and Sachs et al. (1996). For ex-
ample, the mutation of the sole Y15 residue resulted in
the abolition of cell scattering in one study (Zhu et al.,
1994), whereas mutations of all four Y13-16 residues
reduced, but did not abolish, cell scattering in others
(Weidner et al., 1995; Sachs et al., 1996). Our present
data are in agreement with these last results; we found
that the mutations of the four C-terminal tyrosine
residues did not impair the ability of the mutated
receptor to transmit cell scattering. In contrast, our
results contradict those of Zhu et al. (1994) and
Ponzetto et al. (1994), which led to the demonstration
that single (Y15) or double mutations (Y14 and Y15)
abolished MET receptor-mediated cell scattering. A
possible explanation of these contradictory results is
suggested by the difficulty in quantifying this re-
sponse. We circumvented the problem by confirming
the cell scattering activity of the mutated MET recep-
tor on representative cell populations and in two dif-
ferent assays (Figure 3, A and B).

The scattering response obtained with WT and
Y13-16F TRK-MET receptors correlated with RAS-
dependent transcriptional activation of promoters
containing ETS/AP1-binding sites. The fact that a
pharmacological inhibitor of MEK abolished cell scat-
tering in the mutated cell line demonstrated the im-
plication of this downstream pathway of RAS in the
biological response. We propose that in these cell
lines, RAS activation contributes to cell scattering by
its ability to induce transcriptional activation of cellu-
lar gene promoters. These include the promoters of
the uPA and collagenase genes. These proteases be-
long to a complex enzymatic cascade that degrades the
extracellular matrix and can contribute to the motility
of the cells.

It is still a matter of debate whether cell scattering
and morphogenesis are distinct biological activities,
occurring through different cytoplasmic effectors and
signaling pathways. Nonetheless, when measure-
ments of cell scattering and morphogenesis were es-
tablished in parallel, it was found that any reduction
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in cell scattering correlated with a loss in cell morpho-
genesis, whereas the inverse relationship was not
found (Weidner et al., 1995; Sachs et al., 1996; present
study). Furthermore, morphogenetic activity of MET
can be transferred onto a scattering receptor, TRK-A,
by fusing to it the C-terminal tail of MET containing
the Y14-Y15 tyrosine docking site (Sachs et al., 1996).
These results indicate that the signaling pathways
leading to cell scattering are necessary for cell mor-
phogenesis and/or that morphogenesis requires
stronger signaling than scattering. Accordingly, a pos-
sible interpretation of our data is that RAS signaling
mediated by mutated TRK-MET receptor was suffi-
cient to induce cell scattering, but not cell morphogen-
esis.

The current model for signal transduction by the
MET receptor postulates that the C-terminal tyrosine
residues of MET is a unique multifunctional docking
site. After phosphorylation of its C-terminal tyrosine
residues, various signaling proteins are recruited and
activated, which in turn activate signaling pathways
and biological effects of SF/HGF, including cell scat-
tering and morphogenesis. We propose that the MET
receptor can promote signaling both by recruitment of
proteins via the C-terminal docking site and by an
additional mechanism, which leads to efficient activa-
tion of the RAS pathway and cell scattering.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank Dr. Sydonia Rayter for the dominant negative form of
RAS, Dr. Philippe Chavrier for the dominant negative form of
CDC42, Dr. Michael Ostrowski for the uPA-luciferase plasmid, and
Dr. Andrew Cato for the collagenase-luciferase plasmid. We also
thank Dr. Jean Coll, Dr. Raymond Pierce, and Dr. Catherine Duggan
for critical reading of the manuscript. This work was supported by
the Institut Pasteur de Lille and the Centre National de la Recherche
Scientifique and by grants from the Ligue Nationale contre le Can-
cer and the Association pour la recherche contre le Cancer.

REFERENCES

Bardelli, A., Longati, P., Gramaglia, D., Stella, M.C., and Comoglio,
P.M. (1997). Gabl coupling to the HGF/Met receptor multifunc-
tional docking site requires binding of Grb2 and correlates with the
transforming potential. Oncogene 15, 3103-3111.

Birchmeier, C., and Birchmeier, W. (1993). Molecular aspects of
mesenchymal-epithelial interactions. Annu. Rev. Cell Biol. 9, 511~
540.

Boccaccio, C., Ando, M., Tamagnone, L., Bardelli, A., Michieli, P.,
Battistini, C., and Comoglio, P.M. (1998). Induction of epithelial
tubules by growth factor HGF depends on the STAT pathway.
Nature 391, 285-288.

Bottaro, D.P.,, Rubin, ].S., Faletto, D.L., Chan, A.M., Kmiecik, T.E,,
Vande Woude, G., and Aaronson, S.A. (1991). Identification of the
hepatocyte growth factor receptor as the c-met proto-oncogene
product. Science 251, 802-804.

Buday, L., and Downward, J. (1993). Epidermal growth factor reg-
ulates p2lras through the formation of a complex of receptor, Grb2

564

adapter protein, and Sos nucleotide exchange factor. Cell 73, 611~
620.

Fafeur, V., Tulasne, D., Quéva, C., Vercamer, C., Dimster, V., Mattot,
V., Stéhelin, D., Desbiens, X., and Vandenbunder, B. (1997). The Ets1
transcription factor is expressed during epithelial-mesenchymal
transitions in the chick embryo and is activated in scatter factor-
stimulated MDCK epithelial cells. Cell Growth & Differ. 8, 655-665.

Fournier, T.M., Kamikura, D., Teng, K., and Park, M. (1996). Branch-
ing tubulogenesis but not scatter of Madin-Darby canine kidney
cells requires a functional grb2 binding site in the met receptor
tyrosine kinase. J Biol. Chem. 271, 22211-22217.

Gale, N.W., Kaplan, S., Lowenstein, E.J., Schlessinger, ]., and Bar,
S.D. (1993). Grb2 mediates the EGF-dependent activation of guanine
nucleotide exchange on Ras. Nature 363, 88-92.

Gilles, F., Raes, M.B., Stéhelin, D., Vandenbunder, B., and Fafeur, V.
(1996). The c-ets-1 proto-oncogene is a new early-response gene
differentially regulated by cytokines and growth factors in human
fibroblasts. Exp. Cell Res. 222, 370-378.

Giordano, S., Ponzetto, C., Di, RM., Cooper, C.S., and Comoglio,
P.M. (1989). Tyrosine kinase receptor indistinguishable from the
c-met protein. Nature 339, 155-156.

Gutman, A., and Wasylyk, B. (1990). The collagenase gene promoter
contains a TPA and oncogene-responsive unit encompassing the
PEA3 and AP-1 binding sites. EMBO J. 2241-2246.

Holgado, M.M., Emlet, D.R., Moscatello, D.K., Godwin, A.K,, and
Wong, AlJ. (1996). A Grb2-associated docking protein in EGF- and
insulin-receptor signaling. Nature 379, 560-564.

Hu, Q. Klippel, A., Muslin, AJ., Fantl, W.]J., and Williams, L.T.
(1995). Ras-dependent induction of cellular responses by constitu-
tively active phosphatidylinositol-3 kinase. Science 268, 100-102.

Klein-Soyer, C., Bereetz, A., Millon-Collard, R., Abecassis, J., and
Cazenave, J.P. (1986). A simple in vitro model of mechanical injury
of confluent cultured endothelial cells to study quantitatively the
repair process. Thromb. Hemost. 56, 232-235.

Li, N., Batzer, A., Daly, R, Yajnik, V., Skolnik, E., Chardin, P., Bar,
S.D., Margolis, B., and Schlessinger, J. (1993). Guanine-nucleotide-
releasing factor hSosl binds to Grb2 and links receptor tyrosine
kinases to Ras signaling. Nature 363, 85-88.

Li, N., Schlessinger, J., and Margolis, B. (1994). Autophosphoryla-
tion mutants of the EGF-receptor signal through auxiliary mecha-
nisms involving SH2 domain proteins. Oncogene 9, 3457-3465.

Longati, P., Bardelli, A., Ponzetto, C., Naldini, L., and Comoglio,
P.M. (1994). Tyrosines!?>*-1235 are critical for activation of the ty-
rosine kinase encoded by the MET proto-oncogene (HGF receptor).
Oncogene 9, 49-57.

Matsumoto, K., and Nakamura, T. (1996). Emerging multipotent
aspects of hepatocyte growth factor. J. Biochem. 119, 591-600.

Mohammadi, M., Dikic, I, Sorokin, A., Burgess, W.H., Jaye, M., and
Schlessinger, J. (1996). Identification of six novel autophosphoryla-
tion sites on fibroblast growth factor receptor 1 and elucidation of
their importance in receptor activation and signal transduction.
Mol. Cell. Biol. 16, 977-989.

Montesano, R., Matsumoto, K., Nakamura, T., and Orci, L. (1991).
Identification of a fibroblast-derived epithelial morphogen as hepa-
tocyte growth factor. Cell 67, 901-908.

Nakamura, T., Nawa, K., and Ichihara, A. (1984). Partial purification
and characterization of hepatocyte growth factor from serum of
hepatectomized rats. Biochem. Biophys. Res. Commun. 122, 1450~
1459.

Nakamura, T., Nishizawa, T., Hagiya, M., Seki, T., Shimonishi, M.,
Sugimura, A., Tashiro, K., and Shimizu, S. (1989). Molecular cloning

Molecular Biology of the Cell




and expression of human hepatocyte growth factor. Nature 342,
440-443.

Naldini, L., et al. {1991). Scatter factor and hepatocyte growth factor
are indistinguishable ligands for the MET receptor. EMBO ]J. 10,
2867-2878.

Nguyen, L., Holgado, M.M., Maroun, C., Fixman, E.D., Kamikura,
D., Fournier, T., Charest, A., Tremblay, M.L., Wong, AJ., and Park,
M. (1997). Association of the multisubstrate docking protein Gabl
with the hepatocyte growth factor receptor requires a functional
Grb2 binding site involving tyrosine 1356. J. Biol. Chem. 272, 20811~
20819.

Park, M., Dean, M., Kaul, K., Braun, M.]., Gonda, M.A., and Vande
Woude, G. (1987). Sequence of MET proto-oncogene cDNA has
features characteristic of the tyrosine kinase family of growth-factor
receptors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 6379-6383.

Pelicci, G., et al. (1995). The motogenic and mitogenic responses to
HGF are amplified by the SHC adaptor protein. Oncogene 10,
1631-1638.

Ponzetto, C., Bardelli, A., Maina, F., Longati, P., Panayotou, G.,
Dhand, R., Waterfield, M.D., and Comoglio, P.M. (1993). A novel
recognition motif for phosphatidylinositol 3-kinase binding medi-
ates its association with the hepatocyte growth factor/scatter factor
receptor. Mol. Cell. Biol. 13, 4600-4608.

Ponzetto, C., Bardelli, A., Zhen, Z., Maina, F., Zonca, P.D., Gior-
dano, S., Graziani, A., Panayotou, G., and Comoglio, P.M. (1994). A
multifunctional docking site mediates signaling and transformation
by the hepatocyte growth factor/scatter factor receptor family. Cell
77, 261-271.

Ponzetto, C., Zhen, Z., Audero, E., Maina, F., Bardelli, A., Basile,
M.L., Giordano, S., Narsimhan, R., and Comoglio, P. (1996). Specific
uncoupling of GRB2 from the met receptor—differential effects on
transformation and motility. J. Biol. Chem. 271, 14119-14123.

Rahimi, N., Tremblay, E., and Elliott, B. (1996). Phosphatidylinositol
3-kinase activity is required for hepatocyte growth factor-induced
mitogenic signals in epithelial cells. J. Biol. Chem. 271, 24850-24855.

Rodriguez-Viciana, P., Warne, P.H., Dhand, R., Vanhaesebroeck, B.,
Gout, L, Fry, M]., Waterfield, M.D., and Downward, J. (1994).
Phosphatidylinositol-3-OH kinase as a direct target of Ras. Nature
370, 527-532.

Rorth, P., Nerlov, C., Blasi, F., and Johnsen, M. (1990). Transcription
factor PEA3 participates in the induction of urokinase plasminogen
activator transcription in murine keratinocytes stimulated with epi-
dermal growth factor or phorbol-ester. Nucleic Acids Res. 18, 5009-
5017.

Sachs, M., Weidner, K.M., Brinkmann, V., Walther, 1., Obermeier,
A., Ullrich, A., and Birchmeier, W. (1996). Motogenic and morpho-
genic activity of epithelial receptor tyrosine kinases. J. Cell Biol. 133,
1095-1107.

Schlessinger, J. (1994). SH2/SH3 signaling proteins. Curr, Opin.
Genet. Dev. 4, 25-30.

Schneikert, J., Peterziel, H., Defossez, P.A., Klocker, H., de Launoit,
Y., and Bato, A.C. (1996). Androgen receptor-Ets protein interaction:
a novel mechanism for steroid hormone mediated down-modula-

Vol. 10, March 1999

RAS Signaling by a Mutated MET Receptor

tion of matrix-metalloproteinase expression. J. Biol. Chem. 271,
23907-23913.

Stacey, K.J., Fowles, L.F., Colman, M.S.,, Ostrowski, M.C., and
Hume, D.A. (1995). Regulation of urokinase-type plasminogen ac-
tivator gene transcription by macrophage colony-stimulating factor.
Mol. Cell. Biol. 15, 3430-3441.

Stephens, R.M., Loeb, D.M., Copeland, T.D., Pawson, T., Greene,
L.A., and Kaplan, D.R. (1994). Trk receptors use redundant signal
transduction pathways involving SHC and PLC-gamma 1 to medi-
ate NGF responses. Neuron 12, 691-705.

Stoker, M., Gherardi, E., Perryman, M., and Gray, J. (1987). Scatter
factor is a fibroblast-derived modulator of epithelial mobility. Na-
ture 327, 239-242.

Taylor, 1.C., Roy, S., and Varmus, H.E. (1995). Overexpression of Sky
receptor tyrosine kinase at the cell surface or in the cytoplasm
results in ligand-independent activation. Oncogene 11, 2619-2626.

Tsafarty, L, Resau, J.H., Rulong, 1., Keydar, D., Faletto, D.L., and
Vande Woude, G. (1992). The met proto-oncogene receptor and
lumen formation. Science 257, 1258~1261.

Valius, M., and Kazlauskas, A. (1993). Phospholipase C-y and
phosphatidylinositol 3 kinase are the downstream mediators of the
PDGF receptor’s mitogenic signal. Cell 73, 321-334.

Van der Geer, P., Hunter, T., and Lindberg, R.A. (1994). Receptor
protein-tyrosine kinases and their signal transduction pathways.
Annu. Rev. Cell. Biol. 10, 251-337.

Wasylyk, B., Wasylyk, C., Flores, P., Begue, A., Leprince, D., and
Stéhelin, D. (1990). The c-ets proto-oncogenes encode transcription
factors that cooperate with c-Fos and c-Jun for transcriptional acti-
vation. Nature 346, 191-193.

Webb, C.P., Lane, K., Dawson, A.P., Vandewoude, G.F., and Warn,
RM. (1996). C-Met signaling in an HGF/SF-insensitive variant
MDCK cell line with constitutive motile/invasive behavior. J. Cell
Sci. 109, 2371-2381.

Weidner, K.M., Dicesare, S., Sachs, M., Brinkmann, V., Behrens, J.,
and Birchmeier, W. (1996). Interaction between gab1 and the c-Met
receptor tyrosine kinase is responsible for epithelial morphogenesis.
Nature 384, 173-176.

Weidner, K.M., Sachs, M., and Birchmeier, W. (1993). The Met
receptor tyrosine kinase transduces mobility, proliferation, and
morphogenic signals of scatter factor/hepatocyte growth factor in
epithelial cells. J. Cell Biol. 121, 145-154.

Weidner, KM., Sachs, M., and Birchmeier, W. (1995). Mutation of
juxtamembrane tyrosine residue 1001 suppresses loss-of-function
mutations of the met receptor in epithelial cells. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 92, 2597-2601.

Wright, ].D., Reuter, CW., and Weber, M.J. (1995). An incomplete
program of cellular tyrosine phosphorylations induced by kinase-
defective epidermal growth factor receptors. J. Biol. Chem. 270,
12085-12093.

Zhu, H., Naujokas, M.A,, Fixman, E.D., Torossian, K., and Park, M.
(1994). Tyrosine 1356 in the carboxy-terminal tail of the HGF/SF
receptor is essential for the transduction of signals for cell motility
and morphogenesis. J. Biol. Chem. 269, 29943-29948.

565




e A ‘ {
PR .




LUC Relative

Activité

10 +
8 -
6 +
4 1
Y,
2 T s
(7] -j } f ; |
A\
0\) &« QQ

AQ“'\ rb'\ .\\ N
\ 4
< >

Figure 16 : La mutation des résidus tyrosines de MET, situés hors du domaine
kinase, n’abolit pas ses capacités a transmettre une réponse transcriptionnelle
via le geéne indicateur EBS/AP1-LUC. Les cellules MDCK ont été co-transfectées
transitoirement par 0,5 pg/ml de géne indicateur EBS/AP1-Luc et 1 ug/ml de vecteur
d'expression vide (vecteur), ou exprimant le récepteur TRK-MET (WT) ou des
récepteurs mutés sur différents résidus tyrosines (Y-F). Le jour suivant, les cellules
ont été stimulées par 100 ng/ml de NGF, et I’activité luciférase a €t€ mesurée 24 h

plus tard.
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III.  Résultats complémentaires : La mutation de ’ensemble des résidus tyrosines, situés
en dehors du domaine Kinase, ne semble pas affecter la transactivation

Nos résultats suggerent qu’il existe de nouveaux sites de recrutement sur le récepteur MET
permettant la transduction du signal.

Suite a I’activation du récepteur MET, quatre tyrosines phosphorylées ont été mises a jour
(Ponzetto et al., 1993) ; les tyrosines 8 et 9 situées dans le domaine kinase, nécessaires pour
’activité enzymatique du récepteur (Ferracini et al., 1991; Longati et al., 1994) et les tyrosines 14
et 15, du site de recrutement multisubstrat (Ponzetto et al., 1993). Bien que I’autophosphorylation
d’autres résidus tyrosines n’ait pas été relatée, nous avons tout de méme évaluer leur implication
pour la transactivation.

Nous avons donc co-transfecté, dans les cellules MDCK le gene indicateur EBS/AP1-Luc
et des chimeéres TRK-MET, mutées ou non sur d’autres résidus tyrosines. Les résultats montrent

que la mutation de ’ensemble des résidus tyrosines (TRK-METY'>!*1¢F

), situés en dehors du
domaine kinase, ne modifie pas la réponse transcriptionnelle induite sur le géne indicateur
(Figurel6).

Cependant, ces résultats ne permettent pas d’exclure définitivement 1’implication de résidus
tyrosines. En effet, il a ét¢ montré que la mutation de la tyrosine 2 induit un phénotype dissocié
(Weidner et al., 1995). De plus, nos résultats montrent que la chimere TRK-MET, mutée sur ce
résidu, active un peu plus efficacement (environ 20%) la transactivation du gene indicateur
EBS/AP1-LUC (Résultats non présentés). L’effet activateur de cette mutation pourrait donc
masquer la diminution de réponse obtenue par d’autres mutations. Il serait donc intéressant
d’évaluer la conséquence des mutations des résidus tyrosines, tout en conservant intact la
tyrosine2.

D’autre part, nous n’avons pas évalué les mutations des neuf résidus tyrosines situés dans le
domaine kinase (hormis les résidus 8 et 9, impliqués dans 1’activité tyrosine kinase). Bien que de
maniere générale, il semble que les résidus tyrosines des domaines kinases ne soient pas

impliqués dans le recrutement d’effecteur, cette possibilité ne peut pas étre exclue.
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IV.  Discussion et Perspectives

Les résidus tyrosines autophosphorylés de 1’extrémité C-terminale de MET, et par
conséquent les protéines qu’elles sont capables de recruter, ne sont nécessaires, ni pour
I’activation de la voie RAS-ERK, ni pour la dispersion. Ces résultats entrainent de nouvelles

questions, notamment :

(1) Quelles sont les régions de MET responsables de cette activation?

(i1) Quelles protéines recrutées par MET, indépendamment du site de liaison multisubstrat,

permettent I’activation de la voie RAS-ERK ?

Dans la poursuite de ce travail, je me suis attaché a répondre a la premiére question, dont
les résultats sont présentés en troisieme partie. En revanche, mon travail n’a pas porté sur la

recherche de nouveaux partenaires de MET, mais le sujet est abord¢ dans la discussion qui suit.

A. Vers une recherche de nouveaux partenaires de MET

1) Sur la piste de bons candidats

Nos test d’association/phosphorylation in vitro, nous ont permis de visualiser cing protéines
recrutées et phosphorylées par le récepteur TRK-MET"Y'. IIs s’agit de protéines d’environ 250,
230, 110, 80 et 70 kDa. Avec le récepteur TRK-MET muté (Y > '*'>'® F) seul la protéine de 250
kDa est encore détectée, démontrant que les résidus tyrosines de la partie C-terminale sont bien
impliqués dans ’interaction avec des effecteurs, mais qu’ils ne sont pas nécessaires pour tout les
recrutements (Figure 6, deuxiéme publication).

La recherche de I’identification de la protéine de 250 kDa pourrait étre le choix le plus
novateur. En effet, elle est recrutée par des mécanismes inconnus et elle est potentiellement a
I’origine de I’activation de la voie RAS-ERK. Au plus simple, cette protéine pourrait, par
exemple, étre une protéine adaptatrice, capable de recruter le complexe GRB2/SOS. Cependant, il
ne faut pas négliger 'intérét des autres bandes phosphorylées. En effet, ces protéines pourraient
également correspondre a des effecteurs de MET originaux. De plus, le fait que leur détection ne

soit plus possible avec TRK-MET muté, valide la spécificité du recrutement.
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La stratégie, qui consiste a tester 1’implication d’une protéine déja connue pour son role
dans la signalisation d’autres récepteurs tyrosines kinases, a depuis longtemps fait ses preuves.
Pour le récepteur MET, I’exemple le plus récent est celui de STAT3. Les protéines STAT ont été
mises a jour dans la signalisation des récepteurs dépourvus d’activité enzymatique. Par la suite,
elles ont été associées a la signalisation de récepteurs de facteur de croissance tel que 'EGF.
Enfin, il a récemment été¢ démontré que le récepteur MET est également capable d’activer STAT3
(Boccaccio et al., 1998).

On peut imaginer que la connaissance du poids moléculaire des protéines associé¢es a8 MET
soit un avantage pour mettre sur la piste de protéines déja connues. En fait, le poids moléculaire
ne nous apporte que peu d’information. Pour les protéines d’environ 250 et 230 kDa, aucun
candidat évident, impliqué dans la signalisation d’autres récepteurs, ne semble identifié. Pour les
protéines de 110, 80 et 70 kDa, le probleme est inversé, puisque nous avons ’embarras du choix.
De plus, ces protéines pourraient correspondre a des effecteurs de MET déja identifiés. La
protéine de 110 kDa pourrait correspondre a GAB1 (110 kDa), celle de 80 kDa a la PI3K (85
kDa) ou a SHP-2 (80kDa), celle de 70kda a I’isoforme de haut poids moléculaire de SHC (66
kDa). De fagon a savoir si ces protéines sont des partenaires de MET originaux, une premieére
étape consisterait donc a vérifier si ces protéines correspondent a des effecteurs déja connus.

Ainsi, les poids moléculaires des protéines associées a MET ne permettent pas de nous
mettre sur la piste de candidats originaux. Il semble donc que 1’identification de nouveaux

partenaires doivent s’appuyer sur d’autres stratégies.

2) Stratégie biochimique

(a) Les exemples de FRS2 et de PTP-S

La recherche de partenaires pour les récepteurs permet des progrés considérables dans la
compréhension des mécanismes de signalisation, mis en jeu par les récepteurs tyrosines kinases.
Pour le récepteur au FGF1 (FGFR1), I’identification de nouveaux partenaires devenait urgente.
En effet, le récepteur faisait figure de parent pauvre parmi les autres récepteurs tyrosines kinases.
Ainsi, seul le recrutement de la PLCy, par une tyrosine phosphorylée de la région C-terminale de
FGFR1, avait pu étre mis a jour, alors que comme nous ’avons vu, MET est capable de recruter

pour le moins 7 protéines. Néanmoins, le récepteur FGFR1 activé était capable d’induire
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¢galement la phosphorylation d’une protéine de 90 kDa. (Rabin et al., 1993). De plus, cette
protéine était capable de se lier au récepteur et avec GRB2 (Wang et al., 1996).

Pour cloner ce nouveau partenaire potentiel, les auteurs ont tiré avantage de son interaction
avec GRB2 et de sa phosphorylation, quand le FGFR1 est activé. En effet, a partir d’extrait de
cellules stimulées par le FGF1, une premiére purification a été effectuée grice a une
chromatographie d’affinité, a partir du domaine SH2 de GRB2. Ensuite, les extraits ont subi une
seconde purification par chromatographie d’affinité, a partir d’anticorps dirigés contre les résidus
tyrosines phosphorylés. Suite a ces étapes de purification seule une poignée de protéines, dont
une protéine de 90kDa, a été détectée par une coloration protéique conventionnelle. Apres
digestion de la protéine, purification des fragments et séquengage des premiers acides aminés, des
amorces nucléotidiques ont été déduites pour en amplifier I’ADNc par PCR. En fait, la protéine
de 90 kDa, rebaptisée FRS2 pour « FGF Receptor Substrat 2 », est constituée de 509 acides
aminés. Elle posséde un domaine PTB (phospho-tyrosine binding domain) et un domaine de
myristilation qui lui permet d’étre adressée a la membrane (Kouhara et al., 1997).

Dans le cas du récepteur MET, des stratégies de purification biochimiques ont permis
I’identification de la phosphatase PTP-S (Villa-Moruzzi et al., 1998). En résumé, une
chromatographie d’affinité, avec des peptides correspondant a la zone du récepteur responsable
de D’interaction avec la phosphatase, a permis la purification de fractions protéiques. Ensuite,
grace a ’activité phosphatase, les auteurs ont sous-sélectionné les fractions. La faible quantité de
protéines récupérées n’a pas permis de révéler les protéines par une coloration conventionnelle;
les possibilités de séquencage, puis d’identification de la protéine semblaient réduites. En
revanche, aiguillés par I’activité phosphatase, les auteurs ont testé différents anticorps dirigés
contre des phosphatases déja connues. En fait, les protéines d’une des fractions ont été reconnues

par un anticorps dirigé contre la phosphatase PTP-S.

(b) Le tir a I’arbaléte
Bien que mes compétences en purification biochimique de protéines soient équivalentes a
mes compétences au tir & ’arbaléte, les exemples cités précédemment révelent deux informations
importantes. La stratégie biochimique nécessite des protéines en grande quantité et purifiées
efficacement. Dans les exemples de FRS2 et PTP-S, les auteurs ont tiré parti des caractéristiques

de la protéine ciblée pour mettre en place des méthodes de purification efficace.
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Dans notre cas, dans [P’hypothése ou les cinq protéines, détectées par le test
d’association/phosphorylation, ne correspondaient pas a des partenaires connus, les informations
seraient trés réduites. Dans ces conditions, la mise en place d’une stratégie de purification
biochimique élaborée serait impossible. La caractérisation plus précise de ces protéines semble
donc étre une étape préliminaire importante. On peut, par exemple, se demander si ces protéines
sont capables de se lier a GRB2, comme FRS2, ou cartographier la région du récepteur impliquée

dans P’interaction, comme pour PTP-S.

3) Stratégie de biologie moléculaire

(a) Les exemples de BAG et GAB

Pour le récepteur MET, deux stratégies s’appuyant sur des compétences de biologie
moléculaire ont permis de mettre a jour deux nouveaux partenaires.

Dans le premier cas, une banque d’expression d’un embryon de souris a été criblée avec
une protéine recombinante, constituée de la région intracellulaire de MET. Le séquengage de
I’ADNc des clones positifs a permis I’identification de BAG1 (Bardelli et al., 1996). Cette
technique a donc été efficace. Néanmoins, 1’hamegon utilisé pour cribler la banque, n’est pas une
protéine MET activée (le récepteur n’est pas phosphorylé). Par définition, cette stratégie permet
I’identification de protéines constitutivement liées au récepteur.

Dans le deuxi¢me cas, la technique du double hybride a permis ’identification de GAB1
(Weidner et al., 1996). L’hamegon utilisé a été une protéine de fusion entre MET et LEXA, qui
permet la dimérisation, donc 1’activation des récepteurs. Dans ces conditions, les protéines mises

a jour interagissent avec le récepteur activé.

(b) Le tir a ’arquebuse
Bien que mes compétences en double hybride soient équivalentes 3 mes compétences au tir
a l’arquebuse, il semble que la stratégie du double hybride soit trés adaptée pour révéler les
interactions entre un récepteur activé et ses effecteurs. Notre collaboration avec M. Weidner, nous
a permis d’obtenir plus d’informations sur les expériences de double-hybride, qu’il a mené avec

le récepteur MET. En fait, tous les clones positifs, obtenus en double hybride, ont été analysés. La
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grande majorité des clones correspondaient a des effecteurs déja connus, alors que les autres
clones correspondaient 8 GAB1. Ainsi, ses investigations ne laissent pas de place pour d’autres
effecteurs encore inconnus. Néanmoins, cette stratégie ne doit pas étre écartée. En effet,
I’obtention de partenaires par double hybride est dépendante de la banque d’ADNCc utilisée. Or,
M. Weidner n’en a utilisée qu’une. D’autre part la recherche en double hybride n’a été réalisée
qu’avec le récepteur MET sauvage. Quels résultats auraient été obtenus avec un récepteur muté

sur les résidus C-terminaux ?

Ces arguments nous ont poussé a reprendre sur de nouvelles bases et en collaboration avec
des personnes compétentes, la stratégie de double hybride. Bien que M. Weidner travaille
désormais dans un groupe privé, nous lui avons fait des propositions de collaborations allant dans
ce sens. D’autre part, Vincent Chopin, un chercheur en stage postdoctoral spécialiste des
purifications biochimiques des protéines, a récemment rejoint le laboratoire ; son objectif est

I’identification de nouveaux partenaires du récepteur MET.

B. Implication des résidus tyrosines pour I‘activation de la voie RAS-ERK: les

exemples d’autres récepteurs tyrosines Kinases

Nos résultats montrent que les résidus tyrosines autophosphorylés de I’extrémité C-
terminale de MET ne sont pas nécessaires pour I’activation de la voie RAS-ERK. Bien que nos
investigations sur I’implication des résidus tyrosines de MET ne sont pas complétes, I’étude du
fonctionnement d’autres récepteurs tyrosines kinases ouvre la possibilité de mécanismes de
recrutement et d’activation de voies de signalisation, indépendamment des résidus tyrosines

Le récepteur FGFR1 muté sur les quatre résidus tyrosines phosphorylés, situés hors du
domaine kinase, induit efficacement la phosphorylation des kinases ERK et la différenciation
neuronale des cellules PC12 (Mohammadi et al., 1996). En fait, c’est le domaine
juxtamembranaire du FGFR1 qui est nécessaire pour ces réponses, alors qu’il contient des résidus
tyrosines mais dont 1’autophosphorylation n’a pas été mise en évidence (Lin et al., 1998). De
plus, par des expériences de double hybride, il a été montré qu’une vingtaine d’acides aminés du
domaine juxtamembranaire (n’incluant pas de résidus tyrosines) sont nécessaires pour

I’interaction avec le domaine PTB de la protéine FRS2 (Xu et al., 1998). Par ses capacités a
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interagir avec des protéines de signalisation, comme SHP2 (Hadari et al., 1998) ou GRB2
(Mohammadi et al., 1996; Wang et al., 1996), FRS2 pourrait étre responsable de 1’activation de la
voie RAS-ERK et de la différenciation neuronale.

Le récepteur TRKA est également capable d’activer la protéine FRS2. Dans ce cas, la
délétion de trois acides aminés (KFG), situées dans la région juxtamembranaire, provoque la
perte de I’activation de FRS2 et 1’abolition de la différentiation neuronale des cellules PC12
(Peng et al., 1995).

Ainsi, il semble que le domaine PTB de FRS2, qui est responsable dans d’autres protéines
de interaction avec des tyrosines phosphorylées, soit capable d’interagir avec des séquences
peptidiques, des récepteurs FGFR1 et TRKA, ne comportant pas de tyrosine phosphorylée, ni
méme de tyrosine .

Ce mode de recrutement original remet en question la vision classique selon laquelle, les
récepteurs tyrosines kinases ne recrutent les protéines cytoplasmiques que via des résidus

tyrosines phosphorylés, et confortent a priori nos résultats obtenus sur la signalisation de MET.
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Troisi¢éme partie : Cartographie fonctionnelle du récepteur MET

1. Introduction

En fin d’année 1997, D. Besser et ses collaborateurs publient un article décrivant
I’influence des tyrosines phosphorylées de la partie C-terminale de I’oncogéne TPR-MET sur la
régulation du promoteur murin de I’'uPA. Leurs résultats démontrent que la mutation des résidus
14 et 15 abolit complétement ’expression d’un géne indicateur placé sous le contrble du
promoteur du gene de ’'uPA (de -8200 pb a +398 pb) (Besser et al., 1997).

Ces résultats ont été publiés au moment méme ou nous montrions que les mémes
mutations, sur la chimére TRK-MET, n’avaient aucune influence sur la transactivation
d’éléments de réponse EBS/AP1, ou sur un fragment du promoteur murin de I’'uPA centré sur les
sites EBS/AP1 (fragment -2446 4 —2356 pb 1ié au promoteur proximal -114 a +398 pb). Bien que
les fragments de promoteur de I’uPA ne soient pas identiques entre les deux études, les résultats
paraissaient contradictoires.

TPR-MET est issu d’une fusion entre la région N-terminale de TPR et la partie
intracellulaire de MET. En fait la partie intracellulaire est amputée dans la région
juxtamembranaire de 55 acides aminés. Les parties intracellulaires de MET et TPR-MET ne sont
donc pas strictement identiques (Figure 19).

D’autre part, il existe chez la souris un épissage alternatif d’un exon du géne met (Lee and
Yamada, 1994). L’épissage provoque la perte de 47 acides aminés dans la région
juxtamembranaire du récepteur (Figure 19). La protéine tronquée (MET %!, est détectée
principalement dans le rein (Lee and Yamada, 1994). Bien que les travaux portant sur cet
épissage alternatif ne soient pas nombreux, il est clair que la délétion a de fortes conséquences sur
I’activation des voies de signalisation. En effet, 1’analyse des protéines phosphorylées sur des
résidus tyrosines montre, que suite a I’activation du récepteur sauvage, les phosphorylations de
nombreuses protéines sont distinctes de celles induites suite & ’activation du récepteur MET '
(Lee and Yamada, 1995).

L’interruption de séquence, sur la partie MET fusionnée a TPR, se situe, & un acide aminé
prés, au méme endroit que la délétion suite a 1’épissage alternatif (Figure 19). TPR-MET et

MET *' ont donc en commun la perte de la méme région juxtamembranaire.
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Figure 17 : La délétion de la région juxtamembranaire de MET n’affecte pas
ses capacités a transmettre une réponse transcriptionnelle via le géne
indicateur EBS/AP1-LUC. Les cellules MDCK ont été co-transfectées
transitoirement par 0,5 pg/ml de geéne indicateur Py-Luc et 1 pg/ml de vecteur
d'expression vide (vecteur), exprimant le récepteur TRK-MET (WT), ou

exprimant le récepteur chimére délété dans la région juxtamembranaire (METAL),
Le jour suivant, les cellules ont été stimulées par 100 ng/ml de NGF, et I’activité

luciférase a été€ mesurée 24 h plus tard.
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Ces deux informations nous permettent d’imaginer que la région juxtamembranaire de
MET joue un réle important dans I’initiation des voies de signalisation et permettrait d’expliquer
les résultats divergents obtenus en test de transactivation avec 1’oncogéne TPR-MET et la

chimére TRK-MET.

1I. Résultats

A. Implication de la partie juxtamembranaire dans ’activation du récepteur MET

1) Délétion de la région juxtamembranaire

Dans le but d’évaluer ’'impact de la délétion de cette partie du domaine juxtamembranaire,
sur les réponses induites par MET dans les cellules épithéliales, M. Weidner et ses collaborateurs
ont construit une chimére TRK-MET équivalente 8 MET *' (TRK-MET *').

Selon leur méthodologie habituelle, ils ont co-transfecté des cellules MDCK avec les
vecteurs exprimant la construction TRK-MET*' et un vecteur portant la résistance a la
néomycine. Ensuite, la capacité des clones résistants a se disperser suite a la stimulation par le
NGF a été évaluée. Lorsque la chimere TRK-MET sauvage a été transfectée, 10 a 20% des clones
résistants (correspondant a la proportion des clones résistant exprimant effectivement le récepteur
chimére) ont été capables de se disperser sous 1’action du NGF. Pour le récepteur TRK-MET *,
aucun clone résistant n’a été capable de se dissocier sous I’action du NGF. M. Weidner et ses
collaborateurs ont alors considéré, sans autre forme de proces, que le récepteur TRK-MET *' ne

présentait pas d’intérét majeur (communication personnelle).

2) TRK-MET *' induit la transactivation du géne indicateur EBS/AP1-Luc

Il est évident que nous avons profité de cette construction pour connaitre I’influence de la
délétion de la région juxtamembranaire sur 1’activation transcriptionnelle des éléments EBS/AP1.
En fait, la chimére TRK-MET *' transactive le géne indicateur EBS/AP1-Luc aussi efficacement
que la chimére sauvage (Figure 17). Cependant, les vérifications de routine nous ont apporté des
informations déconcertantes. En effet, le récepteur TRK- MET ' ne subit pas de phosphorylation

détectable suite a son activation (Figure 18 A). De plus il est incapable de recruter GRB2 (Figure
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Figure 18: La délétion de la région juxtamembranaire de MET provoque P’abolition de
I’autophosphorylation du récepteur et la perte du recrutement de GRB2. Les cellules
MDCK ont été transfectées transitoirement par 2 pug/ml de vecteur d'expression vide (vecteur),
exprimant le récepteur TRK-MET (WT), le récepteur TRK-MET délété de la région

juxtamembranaire (MET21), ou exprimant le récepteur muté sur les tyrosines de la région C-

terminale (Y13-16F). Le jour suivant les cellules ont été stimulées par 100 ng/ml de NGF
pendant 10 min. Les récepteurs endogenes et chimeres ont été immunoprécipités par un
anticorps anti-MET.

(A) Les protéines immunoprécipitées ont subit une réaction kinase in vitro, en présence de [y-

33P]ATP. Les protéines phosphorylées ont été séparées sur un gel SDS-PAGE 7% et détectées
par auto-radiographie. A gauche, marqueur de poids moléculaire. A droite, MET sous unité {8

(b), TRK-MET non glycosylé (1), et TRK-MET glycosylé (2).

(B) 10 pg/ml de protéines avant immunoprécipitation (a gauche) et les protéines
immunoprécipitées (a droite) ont été séparées sur un gel SDS-PAGE 12% et analysées en

immuno-blot avec un anticorps anti-GRB2.
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18 B). Ainsi, bien que la réponse transcriptionnelle soit conservé, il semble que I’activation du
récepteur TRK-MET *' soit fortement perturbée.

A ce stade, la poursuite de nos investigations n’a pas été possible. En effet, depuis juin 98,
la société Santa Cruz, le seul fournisseur commercial d’anticorps dirigés contre la protéine
murine MET, a rencontré de gros problemes dans le renouvellement d’un anticorps efficace. Par
exemple, des projets de constructions de chiméres supplémentaires, comme des récepteur TRK-

MET *' muté sur les tyrosines de la partie C-terminale, ont dii étre repoussés.

3) Intérét de la poursuite du travail

Des expériences ont montré que la transfection stable dans les cellules NIH3T3, de
protéines MET tronquées, constituées exclusivement de la partie intracellulaire sont capables de
s’autophosphoryler et d’induire la transformation (Zhen et al., 1994). Or, la délétion de la région
juxtamembranaire abolit a la fois leur autophosphorylation et la transformation. Les auteurs
concluent que la région juxtamembranaire est impliquée dans la dimérisation des parties
intracellulaires. 11 est possible que pour TRK-MET !, la perte de la région juxtamembranaire
perturbe également la dimérisation des récepteurs ce qui aurait pour conséquence la perte de
1’autophosphorylation.

La capacité de la chimére TRK-MET *' 2 induire la transactivation, sans activation par
autophosphorylation, suggére que I’activité tyrosine kinase n’est pas indispensable pour cette
réponse. En fait il n’en est rien, puisque nous avons montré que les résidus tyrosines 8 et 9 et le
résidu lysine 1112, indispensables a ’activité tyrosine kinase, sont requis pour ’obtention de
cette méme réponse transcriptionnelle (Figure 1, deuxiéme publication). En revanche il est
possible que la chimére TRK-MET *' soit activée de fagon trés discréte, ce qui aurait pour
conséquence une activation incompleéte des voies de signalisation.

Quoi qu’il en soit, bien que les investigations aient été rendues momentanément impossible
par ’absence d’anticorps, le décryptage des mécanismes d’activation de MET *' pourrait

permettre de mieux caractériser la fonction de cette isoforme.
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Figure 19 : Représentation schématique de I’isoforme META1 en comparaison avec MET et TPR-MET.

Représentation de I’ensemble des fusions LEX-MET construites.
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B. Stratégie LEX-MET

1) Mise en place de la stratégie

La délétion de la partie juxtamembranaire, sur une chimére TRK-MET, perturbe
Pactivation du récepteur. Dans I’hypothése ot la région juxtamembranaire aurait un réle i jouer
dans le recrutement de protéines de signalisation, cette implication serait impossible 4 évaluer. En
effet, ce role serait immariquablement masqué par la perturbation de I’activation du récepteur.

En revanche, pour TPR-MET la perte de la région juxtamembranaire ne perturbe pas
’autophosphorylation de la protéine (Rodrigues and Park, 1993). On peut penser que dans ce
contexte, le domaine de dimérisation de TPR compense aisément la perte de fonction. Ainsi pour
étudier I’implication du domaine juxtamembranaire dans les voies de signalisation, il semble
judicieux de tirer parti des caractéristiques de TPR-MET. D’autre part, [’utilisation des chiméres
est rendue impossible par 1’absence d’anticorps dirigés contre MET.

Ces arguments m’ont poussé a construire de nouvelles protéines de fusion entre la protéine
LEXA et la partie intracellulaire de MET. En effet, LEXA cumule diverses avantages: (i) LEX
contient un domaine de dimérisation ; (ii) il existe une batterie d’anticorps dirigés contre LEX ;
(iii) il existe des vecteurs commerciaux ou la séquence de LEXA est suivie de sites de restriction
en phase de lecture, facilitant la création de protéines de fusion avec LEX. _

LEXA est une protéine bactérienne capable de lier ’ADN en dimére (Schnarr et al., 1988),
qui est utilisé couramment dans la technique du double hybride. En fait, des protéines de fusion
LEX-MET ont déja été utilisées en double hybride, et la découverte de GABI1, grace a ce type de
fusion, semble étre la garantie de leur efficacité (Weidner et al., 1996).

2) Trois constructions pour une premiére approche

(a) Le cahier des charges est respecté
Le choix de ces trois constructions a évidemment été motivé par les hypothéses de travail.
De fagon a connaitre I’implication de la partie juxtamembranaire, nous avons donc construit des
fusions LEX-MET dont la partie juxtamembranaire est présente ou non (LEX-MET et LEX-
MET *'). La construction LEX- MET *' a également été déclinée dans une version dépourvue des

résidus tyrosines C-terminaux (LEX-MET “"Y*'F) (Figure 19).
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Figure 20: Expression, autophosphorylation et localisation cellulaire des fusions LEX-MET. Les
cellules MDCK ont été transfectées transitoirement par 2 ug/ml de vecteur d'expression vide (vecteur) ou

de vecteur exprimant la fusion LEX-MET, LEX-META! ou LEX-META!Y13-16F,

(A) 30 pg/ml de protéines ont été séparées sur un gel SDS-PAGE10% et analysées en immunoblot avec un
anticorps anti-LEXA.

(B) Les fusions LEX-MET ont été immunoprécipitées par un anticorps anti-LEXA. Les protéines

immunoprécipitées ont subi une réaction kinase in vitro en présence de [y-33PJATP. Les protéines

phosphorylées ont été séparées sur un gel 10% de polyacrylamide-SDS et détectées par auto-radiographie.
A gauche, marqueur de poids moléculaire. A droite, fleche: fusions LEX-MET phosphorylées; téte de
fléche: bande phosphorylée et associée a la fusion.

(C) Les cellules ont été fixées et une détection en immunofluorescence avec un anticorps anti-LEXA (a

droite) suivie d'une contre-coloration nucléaire par le Hoescht (2 gauche) ont été réalisées.
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Ces premiéres constructions nous permettent d’abord de vérifier que la stratégie répond
bien au cahier des charges. En premier lieu, suite a une transfection transitoire des constructions
dans les cellules MDCK, les anticorps dirigés contre LEXA permettent bien une détection
efficace des fusions LEX-MET par immuno-blot (Figure 20 A) et par immunoprécipitation
(résultats non présentés). Les anticorps anti-LEX permettent également, par immunofluorescence,
de déterminer la localisation cellulaire des fusions. Les trois fusions ont été détectées a la fois
dans le cytoplasme et le noyau (Figure 20 C). La localisation cytoplasmique n’est pas étonnante
puisque les fusions ne possédent plus de domaine transmembranaire qui permet 1’adressage des
récepteurs MET a la membrane.

Ensuite, des tests de phosphorylation/association démontrent que les constructions LEX-
METY!, LEX-MET #' et LEX-MET *"""*'¥ s’autophosphorylent quand elles sont transfectées
(Figure 20 B) (résultat non présenté pour LEX-MET""). Ainsi un autre objectif est atteint,
puisque la délétion de la région ju)/(tamembranaire ne perturbe pas 1’autophosphorylation des
protéines LEX-MET. De plus, les tests de phosphorylation/association confirment que la présence
des résidus tyrosines permet le recrutement de protéines cytoplasmiques. Ainsi, alors que suite a
la transfection de LEX-MET “' une protéine associée de 110 kDa (sans doute GAB1) est détectée,
pour la construction LEX- MET *'Y"*'% ]a bande 4 110 kDa n’est plus détectable.

(b) Le domaine juxtamembranaire n’est pas impliqué dans la transactivation

Des tests de transformation et de transactivation offrent des résultats intéressants. La fusion
LEX-MET *' étant directement inspirée de 1’oncogéne TPR-MET, la fusion devrait induire la
transformation des cellules NIH3T3. En fait, la fusion LEX-MET*' provoque bien la

transformation des fibroblastes. De plus, la protéine LEX-MET 4!Y!*1F

en est incapable (Figure
21). Ces résultats confirment ceux obtenus avec TPR-MET; le site de liaison multisubstrat est
indispensable pour la transformation (Fixman et al., 1995).

Les tests de transactivation offrent, quant a eux, des résultats plus originaux. En effet, LEX-
METYT, LEX-MET 4! et LEX-MET 2'Y™*!F {ransactivent avec la méme efficacité le vecteur
indicateur EBS/AP1-Luc (Figure 22). Contrairement 4 mon hypothése de départ, ces résultats

démontrent que la région juxtamembranaire n’est pas requise pour la transactivation.
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Figure 21: LEX-MET"! induit la transformation des NIH3T3 alors que LEX-MET?1 Y13-16F en est

incapable. Les cellules NIH3T3 ont été transfectées par 2ug/ml de vecteur d'expression vide (vecteur), ou
exprimant LEX-META! ou LEX-META!Y13-16F [ s cellules ont été cultivées 18 jours en 5 % de sérum, puis

ont été fixées et colorées.
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Figure 22 : Les fusions LEX-MET, LEX-MET2! et LEX-META1 Y13-16F jpduisent la transactivation du
géne indicateur EBS/AP1-Luc. Les cellules MDCK ont été co-transfectées transitoirement par 0,5 pg/ml de

géne indicateur EBS/AP1-Luc et 0,25 pg/ml de vecteur d'expression vide (vecteur) ou exprimant les fusions

LEX-MET, LEX-META! ou LEX-META1Y13-16F [’activité luciférase a été mesurée 48 h aprds la
transfection.
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L’argument essentiel qui m’a orienté vers la région juxtamembranaire, était apporté par les
résultats de D. Besser et ses collaborateurs, qui ont démontré que TPR-MET muté sur les résidus
tyrosines C-terminaux était incapable d’induire la transactivation du promoteur de I’uPa (Besser
et al., 1997), alors que dans nos mains la chimére TRK-MET mutée transactivait efficacement ce
promoteur. Il est clair maintenant que 1’absence du domaine juxtamembranaire sur TPR-MET ne
permet pas d’expliquer la divergence des résultats obtenus par D. Besser et nous-méme.
Initialement, il a été démontré, par dé€létions progressives et par mutations ponctuelles sur le
promoteur de 1'uPa, que le site EBS/AP1 situé entre les bases -2446 a —2356 est suffisant pour
induire une réponse transcriptionnelle efficace. C’est ce site, isolé du reste du promoteur, que
nous avons utilisé pour nos tests de transactivation. D. Besser a utilisé quant a lui un fragment du
promoteur de I'uPa d’environ 9 Kb. Or, il a montré que d’autres sites du promoteur sont
importants pour la régulation de I’expression. Ainsi, un deuxieme site EBS/AP1 fonctionnel a été
caractérisé en position —6,9 Kb (D'Orazio et al., 1997). 1l est clair qu’un élément de réponse isolé
d’un promoteur ne peut pas mimer une séquence de plus de 9kb qui intégrera un plus grand
nombre de régulation.

Néanmoins, nos résultats, démontrants que la transformation n’est plus possible alors que la
transactivation ’est toujours, reste tres intéressant. En effet, ils rejoignent joliment ceux obtenus

TY13—16F

sur les cellules épithéliales avec TRK-ME , ou la morphogenese n’est plus possible alors
que la transactivation ’est toujours. Or ce sont ces résultats, qui nous ont permis de montrer que
le site de fixation multisubstrat n’est indispensable ni pour I’activation de la voie RAS-ERK, ni

pour la dispersion.

3) Perspectives

(a) Implication de la voie RAS-ERK dans la transformation

Si I’activation de la voie RAS-ERK, par la fusion LEX-MET “"*"*'* n’est pas suffisante
pour induire la transformation, on peut se demander dans quelle mesure 1’activation de cette voie
est impliquée dans le phénotype de transformation ? On peut se demander également, quels
phénotypes I’activation de cette cascade sera capable d’engendrer ?

Pour répondre a ses questions, nous sélectionnerons des clones de cellules NIH3T3

exprimant stablement les constructions LEX-MET *' et LEX-MET *""*"'*_ En premier lieu, nous
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vérifierons que les clones exprimant les fusions LEX-MET présentent bien une activation plus
importante des MAPK ERK. En suite, sur les clones transformés exprimant LEX-MET ', le
traitement par le PD98059, un inhibiteur des kinases MEK, nous permettra de connaitre
I’implication de la voie RAS-ERK dans la transformation. D’autre part, nous tenterons de
déterminer le phénotype induit par ’expression stable de LEX-MET *'Y**'F Puisque dans les
fibroblastes 1’activation de la voie RAS-ERK est généralement associée a la prolifération, nous

nous intéresserons d’abord aux capacités prolifératives des clones.

(b) Poursuite de la cartographie du récepteur MET

La délétion de la partie juxtamembranaire, sur les fusions LEX-MET, nous indique que
cette région n’est pas nécessaire pour la transactivation d’éléments de réponses a RAS. La
poursuite de la cartographie fonctionnelle du récepteur garde donc tout son intérét.

Jai alors ¢largi les investigations en construisant d’autres fusions LEX-MET ; une fusion

LEX-MET dépourvue d’extrémité C-terminale (LEX-MET “%) et une construction sans domaine

juxtamembranaire ni extrémité C-terminale (LEX-MET *' *?

) (Figure 19). Il est intéressant de
noter que ce type de délétion n’aurait pas pu étre envisageable sans les anticorps anti-LEX,
puisque les anticorps anti-MET sont dirigés contre I’extrémité C-terminale de la protéine. Ces
constructions sont déja clonées et elles permettent la production de protéines de fusion a la taille
attendue (résultats non présentés).

Comme pour les fusions précédentes, nous vérifierons que les nouvelles constructions
présentent une activité tyrosine kinase constitutivement activée. Les tests de transactivation nous
permettrons quant a eux une évaluation rapide de I’impact des délétions sur 1’activation de la voie
RAS-ERK. Dans P’éventualit¢ ou une fusion perdait ses capacités transactivatrices, nous
réduirons le plus possible les délétions, pour cartographie le plus précisément possible le site
responsable de P’activation. Nous garderons également a D’esprit les avantages importants

qu’apportent les chimeéres TRK-MET, notamment pour évaluer I’'impact des délétions dans les

réponses biologiques comme la dispersion et la morphogenése.
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4) Matériels et méthodes

Immunofluorescence : Les cellules MDCK (15 000 cellules par puits en plaque 12 puits)
ont été cultivées sur lamelles de verre et transfectées par les vecteurs exprimants les fusions LEX-
MET, par la méthode de transfection a la lipofectamine. Les cellules ont été fixées en
méthanol/acétone (1/1) pendant 5 minutes. Ensuite, les cellules ont été incubées pendant 30
minutes en tampon de blocage (0,2 % caséine dans du PBS), puis avec I’anticorps anti-LEXA,
pendant 1 heure (4 pg/ml) (monoclonal, dirigé contre la région de liaison & I’ADN de LEXA,
Santa Cruz). Aprés lavage en PBS, une incubation de 1 heure a été réalisée avec le second
anticorps (4 pg/ml) (anti-immunoglobuline de souris conjugué a la FITC, DAKO). Une coloration
nucléaire par le Hoechst 33258 a été effectuée lors du dernier bain en PBS, avant le montage sur

lame.

Test de transformation par forn/lation de foyers : Les cellules NIH3T3 (10° cellules par boite
100mm) ont été transfectées par les Vect;urs exprimants les fusions LEX-MET, par la méthode de
transfection a la lipofectamine, puis cultivées en 5% de sérum. 18 jours aprés la transfection, les
cellules ont été fixées et colorées (diff-Quick, Dade).

Pour les autres types d’expériences, les matériels et méthodes sont détaillés dans les deux

publications.



L'exemple d'une voie de signalisation

L'exemple d'un réseau. Ici, le systéme vasculaire de la téte

Figure 23



77

DISCUSSION GENERALE

1) Notion de réseau de signalisation

A la fois au cours de I’introduction et de mes résultats, j’ai été confronté au probléme des
mécanismes de transfert de I’information, qui permettent a un facteur donné d’induire une ou
plusieurs réponses biologiques dans un méme type cellulaire. Il est clair que nos connaissances ne
sont pas assez étendues pour espérer reconstituer I’ensemble des événements du stimulus au
phénotype, cependant il est possible de mettre en valeur quelques caractéristiques de la
transmission du signal dans la cellule.

Une voie de signalisation permet la transmission de I’information d’un point A vers un
point B. Selon cette considération, la voie RAS-ERK est un exemple trés représentatif.
Cependant, le récepteur MET est capable d’induire par de multiples mécanismes 1’activation de la
protéine RAS. Ainsi, le complexe GRB2-SOS, permettant I’activation de RAS, peut étre recruté
directement par MET ou indirectement par SHC. De plus, nous avons montré que sans le
recrutement de ces deux protéines, MET est toujours capable d’activer la voie RAS-ERK. D’autre
part, les voies en aval de RAS sont également multiples et permettent souvent 1’activation de
voies, que MET est déja capable d’activer. Ainsi, les voies de signalisation sont donc non
seulement multiples, mais aussi connectées les unes avec les autres. Dans ces conditions la notion
de voie de signalisation doit étre remplacée par celle de réseau de signalisation (Figure 23). I est
clair que les ramifications du réseau assurent le cheminement des informations vers différents
lieux de la cellules. Les interconnections pourraient permettre, quant a elles, suite a 1’activation
d’une voie de signalisation, I’activation en relais de nombreuses autres voies. Ainsi la

transmission efficace de 1’ensemble des informations serait facilitée.

2) Les nceuds nécessaires a la transduction du signal

Au sein de ce réseau, des nceuds ou carrefours sont nécessaires au passage de 1’information.
Les premiers nceuds se situent sur le récepteur MET lui méme. Il s’agit notamment des résidus
tyrosines 14 et 15. En effet, de nombreuses protéines a la base de voies de signalisation sont

recrutées par ce site. De plus, leurs mutations abolissent la morphogenese de branchement.
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Notre travail démontre que le récepteur MET médie également I’information par d’autres
sites qui sont suffisants pour induire ’activation de la voie RAS-ERK et la dispersion des cellules
épithéliales. Bien que ces sites nécessaires a la transduction de I’information ne soient pas encore
identifiés, les mécanismes mis en jeu pourraient étre originaux. En effet, comme le montre les
exemples récents d’autres récepteurs tyrosines kinases, les résidus tyrosines ne sont pas toujours
impliqués dans I’activation des voies de signalisation. La cartographie fonctionnelle du récepteur
MET que nous avons engagée, semble des lors un enjeu important.

Les nceuds nécessaires a la transduction du signal se situent également au niveau des
effecteurs de MET. Il s’agit des adapteurs SHC et GAB1 qui, bien que leur fonction de
recrutement de protéines cytoplasmiques soit redondante, jouent un rdle crucial pour une
transmission efficace de I’information. Dans le cas particulier du récepteur MET, le rdle de ces
adaptateurs pourrait étre encore plus important. En effet comme nous 1’avons vu, MET recrute la
grande majorité de ses effecteurs sur une région tres restreinte. La mise en jeu d’adaptateurs,
capables a eux seuls de lier sur différentes tyrosines de multiples protéines, pourrait alors étre
essentielle pour une activation efficace de I’ensemble des voies de signalisation.

Il s’agit encore de protéines dont I’activation est directement liée a celle du récepteur,
comme RAS, la PI3K, SRC ou STAT3, ou de protéines situées plus en aval comme les kinases
ERK. Ces protéines sont impliquées tres tot dans la transmission de I’information et elles sont
capables d’activer en aval de nombreux autres evénements. Il apparait donc logique que leur
activité soit nécessaire a la réponse finale.

Nos études suggerent qu’il existerait de nouveaux partenaires pour le récepteur MET. Leur
identification revét également un enjeu important. En effet, ces partenaires pourraient &tre
impliqués dans I’activation de la voie RAS-ERK, qui est nécessaire aux réponses biologiques,

mais pourraient également étre a la base de nouvelles voies de signalisation.

3) Les différents niveaux de complexité

Les ramifications et les interconnections du réseau de signalisation rendent difficile la
comprehension du cheminement de I’information. Néanmoins, ce premier niveau de complexité
ne doit pas, pour autant, en faire oublier d’autres. Par exemple, la dispersion nécessite, entre

autre, la réorganisation du réseau d’actine, la perte des jonctions intercellulaires et la néo-
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synthése de protéines. Or, ces différents événements ont une organisation séquentielle dans le
temps. Ainsi, le réseau de signalisation doit non seulement permettre la transduction de
I’information vers différents points de la cellule, mais il doit également induire ces événements
selon une chronologie précise. De plus, le niveau d’activation des voies doit également étre
régulé finement. Par exemple, la formation spontanée de structures branchées en gel de collagéne

n’a pu étre obtenue qu’en activant RAS, tout en inhibant en aval les kinases ERK.

4) Intégration du signal

La dispersion induite par ’'HGF/SF sur les cellules MDCK, nécessite au minimum 12
heures, la morphogenese sur matrigel 24 heures et la morphogenése de branchement en gel de
collagéne peut s’étaler sur plus de 15 jours. Or, les mécanismes de signalisation que nous avons
décrits et étudiés se déroulent dans une toute autre échelle de temps. La phosphorylation du
récepteur, suite a 1’activation par I'HGF/SF, est quasiment instantanée et le recrutement des
partenaires se produit dans la foulée. La phosphorylation des kinases ERK qui permettent
notamment de tisser un lien du cytoplasme vers le noyau, est détectable dés la premiere minute de
stimulation. On est loin des 15 jours nécessaires pour la morphogenése ! Ainsi, les voies de
signalisation sont des processus précoces qui sont les points de départ d’autres événements plus
tardifs. En d’autres termes, pour qu’une voie de signalisation conduise a une réponse biologique,
I’information doit étre intégrée par la cellule. Or, il faut admettre que les liens entre les voies de
signalisation et les événements plus tardifs sont loin d’étre élucidés.

Pourtant, les auteurs cherchent par 1’analyse des voies de signalisation a mieux comprendre
les réponses biologiques. L’exemple de la dispersion et de la morphogenése induites par
I’HGF/SF est représentatif. En effet, les études ont cherché a décrypter les voies nécessaires pour
’une ou I’autre des réponses. De maniere générale, les deux réponses nécessitent les mémes voies
de signalisation, suggérant que la dispersion et la morphogenése nécessite les mémes
compétences. Cependant, tout les travaux sur la signalisation de ’'HGF/SF indiquent qu’a chaque
fois que des perturbations des voies de signalisation inhibent la dispersion, la morphogenese est
perdue. Dans ces conditions, il semble que la dispersion soit une étape nécessaire a la
morphogeneése. On peut alors se demander, si la morphogenese nécessite des voies de

signalisation spécifiques. La caractérisation de STAT3, dont I’activation est indispensable pour la
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morphogenése mais pas pour la dispersion, semble conforter le modele selon lequel la
morphogenése nécessite des compétences spécifiques.

Cependant, méme si le décryptage des réseaux de signalisation est de plus en plus avancé, il
va sans dire que la compréhension de la transformation par une cellule, d’un stimulus en réponse

biologique complexe est loin d’étre achevée.
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